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(57) Abstract: The invention concerns mutated photoproteins derived from isolated jellyfish photoproteins, said mutated photopro- 
teins being characterised in that they exhibit a thermostability higher than that of the photoproteins from which they are derived, 
and are called thermostable mutated photoproteins, and/or a luminescence duration longer than that of the photoproteins from which 
they are derived, and are called persistent mutated photoproteins. The invention also concerns the use of said mutated photoproteins 
in methods for detecting in vitro molecules in a biological sample, methods for detecting compounds with enzymatic activity in a 
biological sample, or methods for detecting intracellular calcium variations. 
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(57) Abreg6 : L'invention a pour objet des photoprot&nes mut£es d£riv6es des photoprotemes isolees de meduses, lesdites photopro- 
tcines mutecs etant caracterisees par une therm ostabi lite superieure a cclle des photo protcines dont elles derivent, et sont designees 
photoproteines mutees thermos tables, et/ou par un temps de luminescence sup^rieur a celui des photoproteines dont elles derivent, 
et sont designees photoproteines mutees persistantes. L'invention concerne 6galement 1' utilisation des photoproteines mutees sus- 
mentionnees dans le cadre de la mise en oeuvre de precedes de detection in vitro de molecules dans un echantillon biologique, de 
precedes de detection de composes a activite enzymatique dans un echantillon biologique, ou de precedes de detection des variations 
de calcium intracellulairc. 
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PHOTOPROTEINES MUTEES ET LEURS APPLICATIONS 



La presente invention a pour objet des photoproteines mutees d6rivees des 
photoproteines isotees de mouses, lesdites photoproteines mutees etant caracterisees 
par une thermostability superieure, et/ou par un temps de luminescence superieur k ceux 
des photoproteines dont elles derivent, ainsi que les utilisations de ces prolines, 
notamment dans le cadre de la mise en ceuvre de proced6s de detection in vitro de 
molecules, de proced6s de detection de composes a activite enzymatique dans un 
echantillon biologique, ou de precedes de detection des variations de calcium 
intracellulaire induites par divers agents. 

L'aequorine est une photoprot&ne de la meduse Aequoria Victoria qui est 
constitute d'une partie proteique appelee l'apoequorine et d'un groupement 
prosth6tique, la coelententerazine. Cette photoprot6ine a la propriete d'emettre de la 
lumiere lorsqu'elle est en presence d'ions Calcium (Ca 2+ ). Cette propria permet 
notamment de detecter les variations de Calcium dans les cellules. Cette photoproteine 
est egalement utilisee comme marqueur pour detecter de faibles quantites de produits 
organiques (jusqu'i moins d'une centaine de molecules) en raison d'un rapport signal 
sur bruit de fond extremement elev6. 

Ainsi, l'aequorine commence a etre utilisee dans des systemes commerciaux de 
d6tection de mol6cules. Son utilisation ofifre plusieurs avantages : une tres grande 
gamme dynamique qui permet de detecter et de quantifier les molecules sur plusieurs 
ordres de grandeur, et un bruit de fond extremement faible qui permet de detecter la 
presence de seulement quelques dizaines de molecules dans un echantillon. Ceci permet 
d'eviter le recours aux techniques d'amplification, telles que la PCR pour la detection 
des acides nucleiques. 

Cependant, les photoproteines naturelles, et l'aequorine en particulier sont tr£s 
sensibles aux variations de temperature qui peuvent d6naturer leur pouvoir d'emission 
de lumifere. 

Par ailleurs, la cin&ique demission de la photoproteine naturelle est 
extremement rapide (de 1'ordre de la seconde) et oblige a une analyse « 6chantillon par 
6chantillon » dans un luminomfctre k injection rapide. Ceci pose un problfcme pour 
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utiliser l'aequorine dans un systSme de criblage k haut d6bit qui n£cessite 1'analyse 

simultan6e d'un grand nombre d'echantillon (HTS, High Throughput Screening). 

La pr6sente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait 
que certaines mutations dans la sequence peptidique de l'aequorine permettent d'obtenir 
des mutants d'aequorine beaucoup moins sensibles k la temperature (a 37°C, les 
photoproteines mutantes perdent leurs proprietes photo6mettrices en quelques jours au 
lieu de quelques heures pour la proteine naturelle), ainsi que des mutants ayant une 
cinetique d'6mission lumineuse tres ralentie (de la dizaine de secondes k la minute) qui 
permettent d' analyser simultan6ment les 6chantillons (format microplaque k 
multipuits). 

Ainsi la pr^sente invention a principalement pour but de fournir de nouvelles 
photoproteines moins sensibles aux elevations de temperature, et dont le transport et le 
stockage se trouvent etre facilites en raison de leur meilleure stabilite. 

La presente invention a pour but egalement de fournir de nouvelles photoproteines 
resistantes jusqu'a 50°C, ce qui simplifie leur utilisation, notamment dans les 
experiences de detection d'acides nucl^iques. 

L'invention a Sgalement pour but de fournir de nouvelles photoprot6ines dont le 
temps de luminescence est nettement superieur a celui des photoproteines dont elles 
d6rivent, ce qui permet de les utiliser dans le cadre du criblage k haut d6bit, 
notamment pour la detection in vitro de molecules organiques k l'6tat de trace. 

L'invention a 6galement pour but de fournir des kits comprenant ces nouvelles 
photoprot&nes, pour la mise en oeuvre de proc6des de mesure et de detection tels que 
mentionn6s ci-dessus. 

• ■ 

L'invention a principalement Tutilisation de photoproteines isolees de meduses 
pour la preparation de photoproteines mutees ayant une thermostabilite superiem-e a 
celle des photoproteines dont elles derivent, encore designees photoproteines mutees 
thermostables, et/ou par un temps de luminescence superieur a celui des photoproteines 
dont elles derivent, encore designees photoproteines mutees persistantes, lesdites 
photoproteines mutees etant caracteris6es en ce que leur stabilite dans le temps est 
augmentee k 37°C d'un facteur d'au moins environ 10, et/ou en ce que leur temps de 
luminescence est augmente d'un facteur d f au moins environ 10, par rapport aux 
photoproteines dont elles derivent. 
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II convient de souligner que par Texpression photoproteine mutee dans ce qui 
precede et ce qui suit, on entend toute photoproteine constitute d'une partie proteique 
derivee par mutation de la partie proteique de la photoproteine de meduse d'origine, et 
d'un groupement prosthetique, telle que la coelententerazine. 

^invention a egalement pour objet un proc6d6 de preparation de photoproteines 
muttes thermostables, et/ou persistantes, lesdites photoproteines mutees etant 
caracterisdes en ce que leur stabilite dans le temps est augmentee a 37°C d'un facteur 
d'au moins environ 10, et/ou en ce que leur temps de luminescence est augments d'un 
facteur d'au moins environ 10, par rapport aux photoproteines de meduse dont elles 
derivent, caract6ris6 en ce qu'il comprend la mise en ceuvre d'une ou plusieurs mutations 
desdites photoproteines de meduse, lesdites mutations etant choisies parmi : 

* au moins une des trois mutations augmentant la thermostabilite desdites 
photoproteines, et choisie parmi les suivantes : 

- suppression de la lysine (K) contenue dans le motif RHKX 2 MFX 2 dans lequel 
Xi=H ou F, et X 2 = N ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites 
photoproteines, ou substitution de cette lysine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette lysine par une arginine, 

- suppression de la glutamine (Q) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 

- suppression de la leucine (L) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionne, ou substitution de cette leucine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine, 

* et/ou au moins une des six mutations augmentant le temps de 
luminescence desdites photoproteines, et choisie parmi les suivantes : 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DX } NX 2 X 3 GX 4 IX 5 LX^E 
dans lequel X^V ou I, X 2 =H, G ou S, X 3 =N ou D, X^=K ou Q, X 5 =S, T ou N, et X^D 
ou N, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
ce glutamate par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de ce glutamate 
par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 1'alanine, la cysteine, ou la 
threonine, 

- suppression du. premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX I X 2 GX 3 X4X 5 LDE dans lequel X X =Q, GouR, X 2 =N ou S, X 3 =A, S ou T, X4=I 
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ou V, et X5=T ou S, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amine naturel ou non, notamment substitution 
de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la 
cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amine naturel ou non, notamment substitution 
de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la 
cysteine, ou la threonine, 

- suppression de la phenylalanine (F) contenue dans le motif EX1TFX2X3 dans 
lequel Xi=E, K ou A, X2=R, K ou A, et X3=V ou H, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette phenylalanine par un acide amine 
naturel ou non, notamment substitution de cette phenylalanine par une serine, ou par un 
acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DXi DX2X3GX4LD VDE, dans lequel Xj=I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et Xa=Q, K 
ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cet aspartate 
par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la 
threonine, 

- suppression de la valine en position 54 de la sequence peptidique SEQ ID NO : 2 
de 1'aequorine, ou substitution de cette valine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette valine par une alanine, ou par un acide amine de petite 
taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine. . 

L'invention concerne egalement l'utilisation des photoproteines mutees 
thermostables et/ou persistantes pour la mise en oeuvre de : 

- de proc6des de detection in vitro de molecules, tels que des proteines ou 
antigenes ou des acides nucieiques dans un echantillon biologique, notamment dans le 
cadre du depistage in vitro de bacteries telles que les Listeria dans les aliments, ou dans 
le cadre du depistage d'agents pathogenes tels que le virus VTH chez l'homme, 

- de procedes de detection de composes k activite enzymatique dans un 
echantillon biologique, notamment dans le cadre du criblage de molecules activant ou 
inhibant une activite enzymatique specifique, 
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- de precedes de detection des variations de calcium intracellulaire induites par 
divers agents, notamment dans le cadre du criblage de molecules agissant sur une 
s6quence nucleique ou proteique fusionnee a la photoproteine mut6e, ou coexprimee 
avec la photoproteine mutee dans des cellules h8tes susmentionnSes, 

dans lesquels les temperatures utilisees peuvent atteindre plus de 50°C, et/ou le 
temps de lecture apres activation de la photoproteine peut dtre supereir a 5 min, ce qui 
limite consid6rablement les bruits de lecture. 

L'invention a egalement pour objet les photoproteines mutees derivees des 
photoproteines isolees de meduses, lesdites photoproteines mutees etant caracterisees 
par une thermostabilite superieure a celle des photoproteines dont elles derivent, et sont 
designees photoproteines mutees thermostables, et/ou par un temps de luminescence 
superieur a celui des photoproteines dont elles derivent, et sont designees 
photoproteines mutees persistantes. 

Avantageusement, les photoproteines mutees selon rinvention, sont telles que la 
stabilite dans le temps est augmentee a 37°C d'un facteur d'au moins environ 10, et/ou 
leur temps de luminescence est augmente d'un facteur d'au moins environ 10, par 
rapport aux photoproteines dont elles derivent. 

Avantageusement encore, les photoproteines mutees selon l'invention, sont 
caracterisees en ce qu'elles sont stables pendant au moins environ 30 minutes jusqu'a la 
temperature d'environ 50°C, et en ce qu'elles peuvent Stre conservees pendant au moins 
environ 4 jours a des temperatures pouvant atteindre jusqu'a 37°C, et/ou en ce que leur 
temps de luminescence est compris entre environ 1 min et environ 5 min. 

L'invention a plus particulierement pour objet les photoproteines mutees telles que 
defmies ci-dessus, caracterisees en ce qu'elles comprennent : 

* au moins une des trois mutations augmentant leur thermostabilite, 
choisie parmi les suivantes : 

- suppression de la lysine (K) contehue dans le motif RHKXiMFX 2 dans lequel 
Xi=H ou F, et X 2 = N ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites 
photoproteines, ou substitution de cette lysine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette lysine par une arginine, 

- suppression de la glutamine (Q) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 
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- suppression de la leucine (L) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionne, ou substitution de cette leucine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine, 

* et/ou au moins une des six mutations aiigmentant leur temps de 
luminescence, choisie parmi les suivantes : 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DX1NX2X3GX4DC5LX6E 
dans lequel Xi=V ou I, X 2 =H, G ou S, X 3 =N ou D, Xr=K ou Q, X 5 =S, T ou N, et X6=D 
ou N, ce motif peptidique 6tant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
ce glutamate par un acide amine naturel ou non, a Texclusion de la serine, notamment 
substitution de ce glutamate par un acide amin6 de petite taille tel que la glycine, 
Falanine, la cysteine, ou la threonine, 

suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX1X2GX3X4X5LDE dans lequel Xi=Q, G ou R, X 2 =N ou S, X 3 =A, S ou T, X4=I 
ou V, et X5=T ou S, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amine naturel ou non, k l'exclusion de la 
serine, notamment substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que 
la glycine, Falanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amin6 naturel ou non, a Texclusion de la 
serine, notamment substitution de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel 
que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression de la phenylalanine (F) contenue dans le motif EXiTFX2X3 dans 
lequel Xi=E, K ou A, X 2 =R, K ou A, et X 3 =V ou H, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette phenylalanine par un acide amine 
naturel ou non, notamment substitution de cette phenylalanine par une serine, ou par un 
acide amine de petite taille tel que la glycine, Talanine, la cysteine, ou la threonine, 

suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DX,DX 2 X 3 GX4LDVDE, dans lequel X^I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et K 
ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la serine, notamment 
substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 
Talanine, la cysteine, ou la threonine, 
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- suppression de la valine en position 54 de la sequence peptidique SEQ ID NO : 2 
de Faequorine, ou substitution de cette valine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette valine par une alanine, ou par un acide amine de petite 
taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine. 

Des photoproteines mutees thermostables particulierement prefer6es selon 
l'invention, sont caracteris6es en ce qu'elles comprennent au moins une des deux 
mutations suivantes : 

- suppression de la glutamine contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 

- suppression de la leucine contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionne, ou substitution de cette leucine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine. 

Des photoproteines mutees persistantes particulierement preferees selon 
Tinvention, sont caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une des mutations 
suivantes : 

- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX1X2GX3X4X5LDE dans lequel Xt=Q, G ou R, X 2 =N ou S, X 3 =A, S ou T, 

ou V, et X 5 =T ou S, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la 
serine, notamment substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que 
la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amine naturel ou non, k l'exclusion de la 
serine, notamment substitution de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel 
que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DXiDX 2 X 3 GX4LDVDE, dans lequel Xj=I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et X4=Q, K 
ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la serine, notamment 
substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 
l'alanine, la cysteine, ou la threonine. 
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L ! invention a plus particulierement pour objet les photoproteines mut6es telles que 
definies ci-dessus, caract6risees en ce qu'elles derivent de : 

- l'aequorine extraite de la meduse Aequoria Victoria, ladite aequorine etant telle 
que representee par la sequence SEQ ID NO : 2, 

- la clytine extraite de la meduse Clytia gregaria, ladite clytine etant telle que 
representee par la sequence SEQ ID NO : 18, 

- la mitrocomine extraite de la meduse Mitrocoma cellularia, ladite mitrocomine 
6tant telle que representee par la sequence SEQ ID NO : 34, 

- ou de Pob61ine extraite de la m£duse Obelia longissima, ladite obeline etant telle 
que representee par la sequence SEQ ID NO : 50. 

L'invention concerne plus particulierement les photoproteines mutees 
thermostables derivees de Faequorine telles que definies ci-dessus, et choisies parmi les 
proteines comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 4, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la lysine en position 27 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 6, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la glutamine en position 1 78 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 8, correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la leucine en position 180 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 10, correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la lysine en position 27 est remplacee par une arginine, et la 
glutamine en position 178 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 12, correspondant k la sequence SEQ ED 
NO : 2 dans laquelle la lysine en position 27 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 180 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 14, correspondant k la sequence SEQ ED 
NO : 2 dans laquelle la glutamine en position 178 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 180 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 16, correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la lysine en position 27 est remplacee par une arginine, la 
glutamine en position 178 est remplacee par une arginine, et la leucine en position 180 
est remplacee par une isoleucine, 
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L'invention a particulierement pour objet les photoproteines mutees thermostables 
derivees de la clytine telles que definies ci-dessus, choisies parmi les proteines 
comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 20, corresponds a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la lysine en position 26 est remplac6e par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 22, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la glutamine en position 177 est remplac6e par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 24, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la leucine en position 179 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 26, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la lysine en position 26 est remplacee par une arginine, et la 
glutamine en position 1 77 est remplacee par une arginine, 

- la s6quence peptidique SEQ ID NO : 28, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la lysine en position 26 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 179 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 30, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la glutamine en position 177 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 179 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 32, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle la lysine en position 26 est remplacee par une arginine, la 
glutamine en position 177 est remplacee par une arginine, et la leucine en position 179 
est remplacee par une isoleucine, 

L'invention concerne plus particulierement les photoproteines mutees 
thermostables derivees de la mitrocomine telles que definies ci-dessus, choisies parmi 
les proteines comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 36, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la lysine en position 25 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 38, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la glutamine en position 176 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 40, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la leucine en position 178 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 42, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la lysine en position 25 est remplac6e par une arginine, et la 
glutamine en position 1 76 est remplacee par une arginine, 
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- la sequence peptidique SEQ ID NO : 44 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la lysine en position 25 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 178 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 46, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la glutamine en position 176 est remplacde par une arginine, et la 
leucine en position 178 est remplacee par une isoleucine, 

- la s6quence peptidique SEQ ID NO : 48, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la lysine en position 25 est remplacee par une arginine, la 
glutamine en position 176 est remplacee par une arginine, et la leucine en position 178 
est remplacee par une isoleucine. 

L f invention concerne plus particulterement les photoproteines mutees 
thermostables derivees de Pobeline telles que d6finies ci-dessus, choisies parmi les 
prolines comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 52, correspondant & la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la lysine en position 23 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 54, correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la glutamine en position 174 est remplac6e par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 56, correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la leucine en position 176 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 58, correspondant a la sequence SEQ ED 
NO : 50 dans laquelle la lysine en position 23 est remplacee par une arginine, et la 
glutamine en position 1 74 est remplacee par une arginine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 60, correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la lysine en position 23 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 176 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 62 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la glutamine en position 174 est remplacee par une arginine, et la 
leucine en position 176 est remplacee par une isoleucine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 64, correspondant a la sequence SEQ ED 
NO : 50 dans laquelle la lysine en position 23 est remplacee par une arginine, la 
glutamine en position 174 est remplacee par une arginine, et la leucine en position 176 
est remplacee par une isoleucine. 
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L'invention concerne plus particulierement les photoproteines mutees persistantes 
derivees de 1'aequorine telles que definies ci-dessus, et choisies parmi les proteines 
comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 66 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle le glutamate en position 45 est remplac6 par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 68 correspondant a la sequence SEQ ED 
NO : 2 dans laquelle la valine en position 54 est remplacSe par une alanine, 

- la sdquence peptidique SEQ ID NO : 70 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle l'aspartate en position 127 est remplac£ par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 72 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle le glutamate en position 138 est remplace par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 74 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle la phenylalanine en position 159 est remplacee par une serine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 76 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 dans laquelle l'aspartate en position 163 est remplace par une glycine. 

L'invention a particulierement pour objet les photoprot&nes mutees persistantes 
derivees de la clytine telles que definies ci-dessus, choisies parmi les proteines 
comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 78 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 1 8 dans laquelle le glutamate en position 44 est remplace par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 80 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle l'aspartate en position 126 est remplac<§ par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 82 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle le glutamate en position 137 est remplac6 par une glycine, 

■ 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 84 correspondant a la sequence SEQ ED 
NO : 18 dans laquelle la phenylalanine en position 158 est remplacee par une serine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 86. correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 18 dans laquelle l'aspartate en position 162 est remplace par une glycine. 

L'invention concerne plus particulierement les photoproteines mutees persistantes 
derivees de la mitrocomine telles que definies ci-dessus, choisies parmi les proteines 
comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ED NO : 88 correspondant k la sequence SEQ ED 
NO : 34 dans laquelle le glutamate en position 43 est remplace par une glycine, 
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- la sequence peptidique SEQ ID NO : 90 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle Taspartate en position 125 est remplace par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 92 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle le glutamate en position 136 est remplace par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 94 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle la phenylalanine en position 157 est remplac6e par une serine, 

- la sequence peptidique SEQ ED NO : 96 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 34 dans laquelle Taspartate en position 161 est remplace par une glycine. 

L'invention concerne plus particulierement les photoprotdines mutees persistantes 
derivees de l'obeline telles que definies ci-dessus, choisies parmi les prolines 
comprenant les sequences suivantes : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 98 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle le glutamate en position 41 est remplac6 par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 100 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle Taspartate en position 123 est remplace par une glycine, 

- la s6quence peptidique SEQ ED NO : 102 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle le glutamate en position 134 est remplac6 par une glycine, 

- la sequence peptidique SEQ ED NO : 104 correspondant k la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle la phenylalanine en position 155 est remplacee par une serine, 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 106 correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 50 dans laquelle Taspartate en position 159 est remplac6 par une glycine. 

L'invention a plus particulierement pour objet les photoprotdines mutees 
thermostables et persistantes telles que definies ci-dessus, choisies parmi : 

- les prot&nes deriv6es de Paequorine de sequences SEQ ID NO : 107, 108, 109, 
1 10, 1 1 1, 1 12, 1 13, et correspondant aux sequences SEQ ID NO : 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
dans lesquelles E en position 45 est remplac6 par G, et/ou V en position 54 est remplace 
par A, et/ou D en position 127 est remplacd par G, et/ou E en position 138 est remplace 
par G, et/ou F en position 159 est remplace par S, et/ou D en position 163 est remplace 
par G, 

- les prolines d6riv6es de la clytine de sequences SEQ ED NO : 114, 115, 116, 
1 17, 1 18, 1 19, 120, et correspondant aux sequences suivantes : SEQ ID NO : 20, 22, 24, 
26, 28, 30, 32, dans lesquelles E en position 44 est remplace par G, et/ou D en position 
126 est remplacd par G, et/ou E en position 137 est remplace par G, et/ou F en position 
158 est remplace par S, et/ou D en position 162 est remplace par G, 
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- les proteines de la mitrocomine de sequences SEQ ID NO : 121, 122, 123, 124, 
125, 126, 127, et correspondant aux sequences suivantes •: SEQ ID NO : 36, 38, 40, 42, 
44, 46, 48, dans lesquelles E en position 43 est remplace par G, et/ou D en position 125 
est remplace par G, et/ou E en position 136 est remplace par G, et/ou F en position 157 
est remplace par S, et/ou D en position 161 est remplace par G, 

- les proteines d6riv6es de Tob61ine de sequences SEQ ID NO : 128, 129, 130, 
131, 132, 133, 134, et correspondant aux sequences suivantes : SEQ ID NO : 52, 54, 56, 
58, 60, 62, 64, dans lesquelles E en position 41 est remplace par G, et/ou D en position 
123 est remplace par G, et/ou E en position 134 est remplace par G, et/ou F en position 
155 est remplace par S, et/ou D en position 159 est remplace par G. 

L'invention a plus particulierement pour objet les photoproteines mut6es telles que 
definies ci-dessus, caract6ris6es en ce qu'elles sont li6es : 

- k une sonde proteique ou nucieique susceptible de reconnaitre des antigenes ou 
prot&nes ou acides nucleiques determines, 

-ouiun substrat specifique d'une activity enzymatique detenninee, 

- ou a une molecule susceptible de former un complexe avec une autre molecule, 
tel que le complexe avidine-biotine. 

L'invention concerne egalement les sequences nucleotidiques codant pour les 
photoproteines mutees definies ci-dessus. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet les sequences 
nucteotidiques susmentionnees, codant pour les photoproteines mutees telles que 
definies ci-dessus, choisies parmi les acides nucleiques comprenant les sequences SEQ 
ID NO : 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 51, 
53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, ; 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 
99, 101, 103, 105, codant respectivement pour les sequences SEQ ID NO : 4, 6, 8, 10, 
12, 14, 16, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 
64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 
ou toute sequence nucieotidique derivee par degen6rescence du code genetique des 
sequences susmentionnees et codant pour les photoproteines mutees susmentionnees. 

L'invention concerne egalement les vecteurs, notamment les plasmides, contenant 
une sequence recombinante comprenant une sequence nucieotidique de Invention telle 
que definie ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet les cellules hdtes, telles que cellules 
procaryotes, notamment E. coli, ou eucaryotes, notamment les lign6es HEK 293 
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(American Type Culture Collection ATCC n° CRL-1573) ou CHO (ATCC n° CCL-61), 
comprenant une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, lesdites cellules 
etant telles qu'obtenues par transformation a l'aide d'un vecteur susmentionne. 

L'invention conceme egalement tout proc6d6 de preparation de photoproteines 
mutees telles que d6finies ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend la transformation 
de cellules hotes appropriees a l'aide d f un vecteur susmentionne, la mise en culture de 
cellules hotes transformees ainsi obtenues dans un milieu approprie, et la recuperation, 
le cas 6cheant aprds purification, des photoproteines mutees produites par ces cellules, 
suivie le cas ech6ant d'une etape de liaison au groupement prosth6tique, telle que la 
coelententerazine. 

L f invention a egalement pour objet l'utilisation de photoproteines mutees telles 
que defmies ci-dessus, ou de cellules hotes transformees susmentionnees exprimant 
lesdites photoproteines mutees, dans le cadre de la mise en ceuvre : 

- de precedes de detection in vitro de molecules, tels que des prolines ou 
antigenes ou des acides nucieiques dans un echantillon biologique, notamment dans le 
cadre du depistage in vitro de bacteries telles que les Listeria dans les aliments, ou dans 
le cadre du d6pistage d f agents pathogenes tels que le virus VIH chez Miomme, 

- de procedds de detection de composes k activity enzymatique dans un 
echantillon biologique, notamment dans le cadre du criblage de molecules activant ou 
inhibant une activity enzymatique specifique, 

- de proc6d6s de detection des variations de calcium intracellulaire induites par 
divers agents, notamment dans le cadre du criblage de molecules agissant sur une 
sequence nucleique ou prot6ique fusionn^e k la photoproteine mutee, ou coexprimee 
avec la photoproteine mutee dans des cellules hotes susmentionnees. 

L'invention a plus particuli£rement pour objet des proc6d6s de detection in vitro 
de proteines ou antigenes ou d'acides nucieiques dans un echantillon biologique, tels 
que definis ci-dessus* caracteris6s en ce qu'ils comprennent principalement les etapes 
suivantes : 

- le cas 6ch6ant, une 6tape d'amplification du nombre d'acides nucieiques presents 
dans l'echantillon biologique, 

- immobilisation des prolines ou antigenes ou acides nucieiques sur un support 
approprie, puis addition d'une sonde specifique desdits proteines ou antigenes ou acides 
nucieiques et rin9age, ladite sonde etant liee a une photoproteine mutee telle que definie 
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ci-dessus, ou ladite photoproteine etant additionnee sur le support avec les reactifs 
appropri6s pour sa liaison a ladite sonde, 

- mesure de l'intensite de la bioluminescence emise apres l'6tape de rincage. 
L'invention a egalement pour objet les precedes de detection in vitro de composes 

a activity enzymatique dans un echantillon biologique tels que dermis ci-dessus, 
caracterises en ce qu'ils comprennent principalement les etapes suivantes : 

- immobilisation sur un support approprie d'un substrat proteique sp6cifique de 
l'activite enzymatique a detecter, ce substrat etant lie a une photoproteine mutee telle 
que d6finie ci-dessus, addition de l^chantillon biologique, puis rincage, 

- ou immobilisation sur un support approprie des composes de l'echantillon 
biologique, addition du substrat proteique lie a une photoproteine mutee telle que 
definie ci-dessus, puis rincage, 

- mesure de l'intensite de la bioluminescence emise apres l'etape de rincage. 
L'invention a plus particulierement pour objet encore, les precedes de detection in 

vitro des variations de calcium intracellulaire induites par divers agents tels que definis 
ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent la mise en culture de cellules 
transformees susmentionnees, avec l'echantillon contenant les molecules a detecter, et la 
mesure de la variation de bioluminescence. 

Avantageusement, les precedes susmentionnes selon l'invention, sont caracterises 
en ce qu'ils peuvent etre effectues jusqu'a des temperatures, d'environ 50 °C, a l'aide de 
photoproteines mutees thermostables, et, le cas echeant, persistantes, telles que definies 
ci-dessus. 

Avantageusement encore, les proced6s susmentionnes selon l'invention, sont 
caracterises en ce qu'ils peuvent etre effectues en simultanes sur echantillons multiples, 
a l'aide de photoproteines persistantes, et, le cas echeant, thermostables, telles que 
definies ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet les kits ou trousses, pour la mise en ceuvre de 
precedes tels que definis ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent des 
photoproteines mutees susmentionn6es, le cas echeant en association avec des reactifs 
necessaires a la mise en oeuvre desdits proc6d6s. 

L'invention a plus particulierement pour objet les kits tels que dermis ci-dessus, 
caracterises en ce qu'ils peuvent etre conserves en solutions pretes a l'emploi, 
notamment pendant au moms environ 4 jours a des temperatures ambiantes d'environ 
20°C, et pouvant atteindre jusqu'a environ 37°C, lorsqu'ils contiennent des 
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photoprot&nes mutees thermostables, et, le cas echeant, persistantes, telles que d6finies 
ci-dessus. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description d&aillee qui suit 
d'obtention de photoprot6ines mutees telles que definies ci-dessus, et des conditions 
d'utilisation de ces photoproteines dans le cadre des applications susmentionn6es de ces 
dernieres. 

A) Obtention de mutants thermostables de la photoprot£ine aequorine 
Protocoles 

La procedure employee a consiste en la realisation d'une banque de mutants 
aleatoires d'aequorine g£n6res par la technique de "DNA shuffling*' (ou brassage de 
TADN) (Stemmer, WPC, 1994). Ces mutants, inserts dans un vecteur d'expression 
procaryotique ont ete transformes dans E. coli et clones. Les clones ont ete cribles 
individuellement pour une augmentation de bioluminescence. Les meilleurs mutants ont 
alors 6t6 utilises pour un deuxi&ne tour de DNA shuffling suivi d'un criblage identique. 
Ce processus a 6t6 repete une troisidme fois. Trois mutations qui augmentaient l'activite 
de F aequorine ont et6 r6pertoriees. Lors des test subs6quents, nous avons pu montrer que 
ces mutations n'augmentent pas remission de lumiere de Taequorine mais augmentent sa 
stability. Ceci explique que ces mutants aient 6te s61ectionnes dans notre systfeme 
cellulaire procaryotique (E. coli). Pour Pun de ces mutants, les tests montrent une 
augmentation du temps de demi-vie k 37°C d'un facteur 12.5 en systfeme cellulaire 
procaryotique et d'un facteur 7.5 pour la proteine purifi6e, par rapport k Taequorine 
sauvage. De meme, la temperature de demi-inactivation de. ce mutant lors d'un choc 

■ 

thermique de 30 minutes est superieure de 10 degres Celsius a celle de Taequorine 
sauvage (experience r6alis6e en systfeme cellulaire et sur prot&ne puriftee). Ce meme 
mutant montre une 16g£re reduction d'affinite pour le calcium par rapport a Taequorine 
sauvage, ce qui est un avantage pour une utilisation de P aequorine in vitro. 

DNA shuffling 

Le cDNA de P aequorine « sauvage » (Aeqwt, -600 bp) a ete sous-clone aux sites 
Kpnl (5') et EcoRl (3') du vecteur pPD16 sous dependance du promoteur Plac. Ce clone 
a ete nomme pPD- Aeqwt. 20 ng du plasmide pPD-Aeqwt a ete dig6r6 par Pstl et Eagl 
(sites externes k P insert aequorine dans le polylinker de pPD16) et Pinsert Aeqwt 
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amplifie par PCR en utilisant les amorces suivantes : up-e-Aeq, 5 f CGG GTA CCG 
ATG CTTTATGATGTTCCTGAT 3' et lo-e-Aeq, 5' TGGAATTC TTA 
GGGGACAGCTCCAC 3'. Le produit de PCR resultant a ete purifte (Qiaquick 
extraction kit, Qiagen). 3 \ig du produit purifte a ete digere par la DNAsel (1 ng/^l) 
dans 100 jil de tampon DNAse I a 25°C pendant 7 min. Les fragments de digestion 
compris entre 50 et 300 bp ont 6t6 purifies par electrophorese sur gel d'agarose. 

PCR sans amorces (shuffling) 

1 ng des fragments Aeq digeres ont et6 soumis a une PCR sans amorces dans 50 
Hi de tampon PCR contenant 200 yM de chaque dNTP, 2,2 mM MgCl 2 , 2.5 unites de 
tag polymerase (Qiagen) en effectuant 35 cycles avec 30s k 94°C, 30s a 45°C et 30s a 
72°C. 

PCR avec amorces 

2,5 du produit de la reaction de shuffling a 6te amplifie par 20 cycles de PCR 
(30s a 94°C, 30s k 58°C et 40s a 72°C) dans 100 \i\ de tampon de PCR contenant 20 
pmole de chaque amorce up-e-Aeq et lo-e-Aeq, 50 \iM de chaque dNTP, 1,5 mM 
MgCh et 2.5 unit6s de tag polymerase (Qiagen). 

Banque de mutants 

Le produit de la PCR avec amorces (aequorines mutees) a 6te purifie (Qiaquick 
extraction kit, Qiagen), digere Kpnl I EcoRl et sous-clon6 dans le vecteur pPD16 sous 
dependance du promoteur Plac. La banque d'aequorines mutantes a ete transform^ 
dans la souche d'E. Coli XL1 blue (Stratagene), et £tal6e sur boites LB ampicilline. 

Au l cr tour de shuffling-criblage, 15840 colopies ont ete repiquSes 
individuellement, transferees en plaques 96 puits (Costar) dans 50 \il de LB ampicilline 
par puits et incubSes 4 h a 37°C avec agitation en vue du criblage de leur activity. 

Aux 2 e et 3 e tour de shuffling-criblage, respectivement 19200 et 17952 colonies 
ont 6t6 repiquSes individuellement, transferees en plaques 96 puits dans 200 jxl de 
milieu de congelation (composition en g/1, Bacto tryptone, 16, Bacto yeast extract, 10, 
NaCl, 5, K2HP04, 0,27, KH2P04, 7,16, Na citrate, 2, MgS04-7H20, 0,1, (NH4)2S04, 
0,9, glycerol, 50 et 100 ng/ml d'ampicilline) et apr&s incubation sur la nuit k 37°C sans 
agitation, stockees a -80°C. Ces plaques de stockage ont &e r6pliquees (96 pin 
replicator long, Genetix) en plaques 96 puits (Costar) dans 50 fxl de LB ampicilline par 
puits. Ces r6pliques pour criblage ont 6t6 incubees 4 h k 37°C avec agitation. 
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Apits ajout de 50 jil par puits d'une solution contenant Tris pH8, 100 mM, NaCl, 
90 mM, coelenterazin, 5 mM, les plaques a cribler ont ete incubees a 4°C durant la nuit 
pour la reconstitution de l'aequorine (volume final par puits 100 |utl). 

Criblage 

Apr£s 15 minutes a temperature ambiante, les clones d' aequorines mutees en 
plaques 96 puits ont et6 cribl6es pour leur activity de bioluminescence activee par le 
Ca 2+ a i'aide d'un luminometre a injecteur (PhL, Mediators, Austria). La lumiere emise 
durant les 4 secondes consecutives a l'injection de 100 fil d'une solution contenant 
CaCl2, 20 mM et triton XI 00, 1% a et6 mesuree pour chaque clone individuellement 
Les mutants ont et6 s61ectionn6s sur la base d'une activity 15 fois superieure a la 
moyenne des clones de la plaque 96 puits et r6-6tal6s sur boite LB ampicilline pour 
confirmation et comparaison avec l'aequorine sauvage. A Tissue du 1 CT tour de criblage, 
40 clones dont Tactivite 6tait superieure a celle de l'aequorine sauvage ont ete 
selectionn6s pour le 2 e tour de shuffling-criblage. 37 clones ont 6te s61ectionnes au 
second tour pour le troisi&ne tour de criblage. L' insert de chacun de ces clones a 6t6 
amplifte individuellement par PCR en utilisant les amorces up-e-Aeq et lo-e-Aeq (voir 
ci-dessus, DNA shuffling). Les produits de PCR de chaque clone ont ete combines (200 
ng par clone) et soumis au protocole de DNA shuffling precedent pour generer la 
banque de mutants du tour suivant. 

S6quen$age des mutants 

Le s6quen9age des mutants (7 mutants selectionn^s au 2 C tour et 7 mutants 
selectionnes au 3 e tour) a ete realist sur im sequenceur automatique ABI310 (PE applied 
biosy stems) avec les amorces up-e-Aeq et lo-e-Aeq (voir DNA shuffling). 

Purification des aequorines 

Les cDNA de 1'aequorine sauvage et des aequorines mutantes, excises par double 
coupure KpnVEcoRl ont et6 sous-clon6s dans pRSETC (Invitrogen, Xpress protein 
expression system). Les plasmides resultants ont 6t6 transform^ dans la souche 
d'E.Coli BL21(DE3) pLysS (Invitrogen) pour expression des aequorines. Les 
aequorines ont ete purifiees par chromatographic d*affinit6 sur colonne de nickel- 
agarose (Invitrogen, Xpress protein expression system), selon les instructions du 
fabriquant (elution par 350 mM imidazole). Les aequorines purifiees ont et6 conserves 
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a -20°C dans une solution contenant (concentrations finales) imidazole, 175 mM ; 
EDTA, 10 pM ; BSA, 10 jig/ml et glycerol, 50%. 

Expression en Iign6e cellulaire eucaryote (HEK 293) 

Les cDNA de r aequorine. sauvage et des aequorines mutantes, excisds par double 
coupure KpnVSpel ou HindHUSpel ont 6te sous-clon6s aux sites KpnVNhel ou 
HindHUNhel dans un vecteur d'expression eucaryote, pCMX, sous dependance du 
promoteur CMV. Les plasmides resultants ont ete co-transfectes avec un plasmide 
contenant le gene LacZ (P-galactosidase) sous dependance du promoteur RSV dans les 
cellules HEK 293. 24 h aprfes la transfection les cellules ont 6te collect6es et 
resusp endues en tampon PBS. 

Test d 'activite p-galactosidase. 

Un aliquote de la suspension cellulaire a 6t6 utilise pour la mesure de 1' activite 
p-galactosidase (luminescent p-galactosidase detection kit n, Clontech) en plaque 96 
puits afin de normaliser les activites aequorine. 

Bioluminescence aequorine. 

Apres ajout de coelenterazine (10 jiM final) la suspension cellulaire a 6te 
distribute en plaque 96 puits k raison de 50 \xl par puits et incubee 3h a 37°C pour 
reconstituer i'aequorine. La mesure de r activite aequorine a 6te tealis6e k l'aide d'un 
luminometre k injecteur (PhL, Mediators, Austria). La lumifcre 6mise durant les 4 
secondes consecutives a rinjection de 100 |xl d'une solution contenant CaCh, 1,5 mM 
et triton X100, 0,75% a 6te mesuree et normalis6e par rapport a l'activite 
p-galactosidase. 

Tests de stability des aequorines 

En bacteries 

Pour chaque clone d' aequorine k tester, une colonie a 6te ampliftee dans 5 ml de 
LB ampicilline et apres centrifiigation le culot bacterien a ete rince deux fois par 5 ml 
d'une solution contenant NaCl, 100 mM ; Tris HC1, 50 mM, pH 8 et EGTA, 1 mM. Les 
bact6ries ont 6t6 resuspendues dans 500 pi de la mSme solution contenant 10 pM de 
coelenterazine et incubees k 4°C durant la nuit. Apr6s ajout de lysozyme (0,8 mg/ml 
final) et homog6neisation, des aliquotes de 50 pi ont 6t6 preleves pour les test de 
stabilite. 
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Stabilite a 37°C au cours du temps : les aliquotes ont ttt incubes a 37°C et a 
differents temps (jusqu'i 72 h), puis ont ete distribues en plaque 96 puits a raison de 10 
jxl par puits. La luminescence activte par injection de 200 fil d'une solution contenant 
CaCl 2 , 2 mM ; NaCl, 100 mM ; Tris HC1 pH 8, 50 mM et EGTA, 1 mM (Ca 2+ libre, ~1 
mM) a ttt mesuree et normalisee par rapport a la valeur obtenue k to. 

Stabilite a difftrentes temperatures : les aliquotes ont ete incubes k des 
temperatures comprises entre 25 et 55°C durant 30 min puis distribues en plaque 96 
puits a raison de 10 jil par puits. La luminescence, mesuree comme ci-dessus, a ete 
normalisee par rapport a la valeur obtenue 4 25°C. 

Sur proteines purifiees 

Les aequorines purifites ont ete reconstitutes par dilution 10 dans une solution 
contenant Tris HC1, 50 mM pH8 ; DTT, 10 mM, EDTA, 1 mM et coelenterazine, 2 \\M 
et incubation lh a 4°C. Des aliquotes de 50 \i\ ont ensuite ete prtlevts pour les test de 
stabilite. Les mesures de stabilite ont ttt effectuees comme pr6cedemment, a 
Texception de l'6tape d'activation r£alis6e par injection de 100 ^1 d'une solution 
contenant CaCl 2 , 10 mM ; Tris HC1 pH 8, 50 mM et EDTA, 1 mM. 

Tests de sensibility calcique des aequorines 

Les aequorines purifies ont 6t6 reconstitutes par dilution 10 dans une solution 
contenant Tris HC1, 50 mM pH8 ; DTT, 10 mM, EDTA, 10 ^M et coelenterazine, 2 ^M 
et incubation lh a 4°C. Les aequorines reconstitutes ont et6 distributes en plaque 96 
puits a raison de 55 \i\ par puits et activees par 100 \i\ d'une solution contenant Tris HC1 
pH 8, 50 mM ; EDTA, 10 \xM. et des concentrations de Ca 2+ libres variables . 
(concentrations libres finales aprts injection : 10* 8 k 10* 1 M). Les mesures de 
luminescence (luminometre PhL, Mediators) ont ttt rtalistes en mode cinetique (Fast 
kinetics, Interval 0.1 sec, kinetic points 60). La dttermination des courbes de sensibilitt 
calcique a ttt baste sur les valeurs initiates de luminescence des cinttiques d'tmission 
iumineuse. 



B) Obtention de mutants persistants de la photoproteine aequorine a 
luminescence prolongee 
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Protocoles 

* 

La procedure employee a consist^ en la realisation d'une banque de mutants 
aleatoires d'aequorine g6ner6s par la technique de "DNA shuffling" (Stemmer, WPC, 
1994). Ces mutants, inserts dans un vecteur d'expression procaryotique ont €t€ 
transform6s dans E.Coli et clones. Les clones ont 6t6 cribies individuellement pour une 
augmentation de la dur6e d'6mission de la bioluminescence. Les meilleurs mutants ont 
alors 6t6 sequences. Nous avons r6pertorie six mutations qui prolongent la 
bioluminescence de i'aequorine. Lors des test subs6quents, nous avons pu montrer que 
ces mutations n'augmentent pas remission totale de lumi&re de I'aequorine mais 
ralentissent sa cin&ique. Pour ces mutants, les tests montrent une augmentation du 
temps d'6mission de la bioluminescence (de l'ordre de la minute) d'environ un facteur 
dix en syst&ne cellulaire procaryotique ou eucaryotique et sur proteine purifiee, par 
rapport k I'aequorine sauvage (de l'ordre de la seconde). Des donnfies preliminaries 
indiquent que certains mutants presenteraient une thermostability supfirieure k celle de 
I'aequorine sauvage (experiences rfialisdes sur proteine purifiee). Tous ces mutants sauf 
un montrent une importante reduction d'affinite pour le calcium par rapport k 
I'aequorine sauvage. 

DNA shuffling 

Le cDNA de I'aequorine « sauvage » (Aeqwt, "600 bp) a et6 sous-clon6 aux sites 
Kpnl (5') et EcoRl (3') du vecteur pPD16 sous dependance du promoteur Plac. Ce 
clone a 6te nomme pPD-Aeqwt. 20 ng du plasmide pPD-Aeqwt a 6t6 dig6r6 par Pstl et 
Eagl (sites externes k I'insert aequorine dans le polylinker de pPD16) et l'insert 
Aeqwt amplifie par PCR en utilisant les amorces suivantes : up-e-Aeq, 5* CGG GTA 
CCG ATG CTTTATGATGTTCCTGAT 3' et lo-e-Aeq,. 5* TGGAATTC TTA 
GGGGACAGCTCCAC 3'. Le produit de PCR resultant a 6te purifie (Qiaquick 
extraction kit, Qiagen). 3 /xg du produit purifie a 6te digere par la DNAsel (1 ng//d) 
dans 100 ixl de tampon DNAse I k 25 °C pendant 7 min. Les fragments de digestion 
compris entre 50 et 300 bp ont ete purifies par eiectrophordse sur gel d'agarose. 
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PCR sans amorces (shuffling) 

1 fig des fragments Aeq dig6r6s ont 6t6 soumis a une PCR sans amorces dans 50 
fil de tampon PCR contenant 200 pM de chaque dNTP, 2,2 mM MgCl 2 , 2.5 unites de 
taq polymerase (Qiagen) en effectuant 35 cycles avec 30s k 94°C, 30s k 45°C et 30s a 

72°C. 

PCR avec amorces 

2,5 fil du produit de la reaction de shuffling a 6t6 amplifi6 par 20 cycles de PCR 
(30s a 94°C, 30s k 58°C et 40s k 72°C) dans 100 fi\ de tampon de PCR contenant 20 
pinole de chaque amorce up-e-Aeq et lo-e-Aeq, 50 /*M de chaque dNTP, 1,5 mM 
MgCl 2 et 2.5 unites de taq polymerase (Qiagen). 

Banque de mutants 

Le produit de la PCR avec amorces (aequorines mutdes) a 6t£ purifie (Qiaquick 
extraction kit, Qiagen), dig6r6 Kpnl I EcoRl et sous-clon£ dans le vecteur pPD16 sous 
d6pendance du promoteur Plac. La banque d'aequorines mutantes a 6t6 transformee 
dans la souche d'E. Coli XL1 blue (Stratagene), et 6tal6e sur boites LB ampicilline. 

15840 colonies ont €t€ repiqu6es individuellement, transferees en plaques 96 
puits (Costar) dans 50 pi de LB ampicilline par puits et incub6es 4 h a 37 °C avec 
agitation en vue du criblage de leur activite. 

Apres ajout de 50 fil par puits d'une solution contenant Tris pH8, 100 mM, 
NaCl, 90 mM, coelenterazin, 5 mM, les plaques k cribler ont 6t6 incubees a 4°C 
durant la nuit pour la reconstitution de Taequorine (volume final par puits 100 jd). 

Criblage 

Apres 15 minutes k temperature ambiante, les clones d'aequorines mutees en 
plaques 96 puits ont 6t6 cribl6es pour leur activite de bioluminescence activ6e par le 
Ca 2+ k Taide d'un lurninomfetre k injecteur (PhL, Mediators, Austria). La lumifere 
6mise durant les 4 secondes cons6cutives (tO-4) a Tinjection de 100 jd d'une solution 
contenant CaCl 2 , 20 mM et triton X100, 1%, et durant les 4 secondes suivantes (t4-8) 
a et6 mesuree pour chaque clone individuellement. Les mutants ayant un rapport tO- 
4/t4-8 inf6rieur k 1.5 ont 6t6 s61ectionnes et reetal6s sur boite LB ampicilline pour 
confirmation et determination des meilleurs mutants. 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

23 

Sequenfage des mutants 

Le sequenfage des mutants (20 mutants sequences) a et6 realise sur un 
s6quenceur automatique ABI310 (PE applied biosystems) avec les amorces up-e-Aeq 
et lo-e-Aeq (voir DNA shuffling). 

Purification des aequorines 

Les cDNA de Taequorine sauvage et des aequorines mutantes, excis6s par 
double coupure KprillEcoRl ont €t€ sous-clones dans pRSETC (Invitrogen, Xpress 
protein expression system). Les plasmides resultants ont ete transform6s dans la 
souche d'E.Coli BL21(DE3) pLysS (Invitrogen) pour expression des aequorines. Les 
aequorines ont ete purifiees par chromatographic d'affinite sur colonne de nickel- 
agarose (Invitrogen, Xpress protein expression system), selon les instructions du 
fabriquant (eiution par 350 mM imidazole). Les aequorines purifiees ont ete 
conserv6es & -20 °C dans une solution contenant (concentrations finales) imidazole, 
175 mM ; EDTA, 10 fiM ; BSA, 10 fig/rxA et glycerol, 50%. 

Expression en lignee cellulaire eucaryote (HEK 293) 

Les cDNA de l'aequorine sauvage et des aequorines mutantes, excises par 
double coupure KpnllSpel ou HindHl/Spel ont 6t6 sous-clon6s aux sites KpnllNhel ou 
Hindm/Nhel dans un vecteur d'expression eucaryote, pCMX, sous dependance du 
promoteur CMV. Les plasmides resultants ont ete transfectes dans les cellules HEK 
293. 24 h aprfcs la transfection les cellules ont ete collect6es et resuspendues en 
tampon PBS. 

Aprfcs ajout de coelenterazine (10 pM final) la suspension cellulaire a 6t6 
distribu6e en plaque 96 puits k raison de 50 fil par puits et incubee 3h k 37 °C pour 
reconstituer Taequorine. La mesure de Tactivite aequorine a 6t6 realisee & Taide d'un 
luminometre h injecteur (PhL, Mediators, Austria). Les cinetiques demission de la 
bioluminescence cons6cutives k Finjection de 100 }A d'une solution contenant CaCl 2 , 
1,5 mM et triton X100, 0,75% ont 6t6 determin6es en mode cinetique (Fast kinetics, 
Interval 0. 1-10 sec, kinetic points 60). 
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Tests de cinetique de bioluminescence et de sensibilitt calcique des aequorines 
En bacteries 

Pour chaque clone d'aequorine k tester, une coloiiie a ttt amplifite dans 5 ml de 
LB ampicilline et aprts centrifugation le culot bacterien a ttt rinct deux fois par 5 ml 
d'une solution contenant NaCl, 100 mM ; Tris HC1, 50 mM, pH 8 et EGTA, 1 mM. 
Les bacttries ont ttt resuspendues dans 500 fil de la meme solution contenant 10 fiM 
de coelenterazine et incub tes a 4°C durant la nuit. Aprts ajout de lysozyme (0,8 
mg/ml final) et homogtntisation, des aliquotes de 50 fil ont ttt preleves pour les test 
de cinttique et/ou de sensibilitt calcique comme decrit ci-dessous . 

Sur prolines purifiies 

Les aequorines purifites ont ttt reconstitutes par dilution 10 dans une solution 
contenant Tris HC1, 50 mM pH8 ; DTT, 10 mM, EDTA, 10 fiM et coelenterazine, 2 
/xM et incubation lh k 4°C. Les aequorines reconstitutes ont et6 distributes en plaque 
96 puits k raison de 55 fil par puits et activtes par 100 fil d'une solution contenant Tris 
HC1 pH 8, 50 mM ; EDTA, 10 fxM et des concentrations de Ca 2+ libres variables 
(concentrations libres finales aprfcs injection : 10" 8 k 10 1 M). Les mesures de 
luminescence (luminomttre PhL, Mediators) ont 6t6 rtalistes en mode cinttique (Fast 
kinetics, Interval 0.1-10 sec, kinetic points 60). La determination des courbes de 
sensibilitt calcique a 6t6 baste sur les valeurs initiales de luminescence des cinttiques 
d'tmission lumineuse. 

C) Applications industrielles des mutants de la photoprottine aequorine 

1) Detection in vitro de molecules organiques (acides niicleiques, proteines, 
antigenes etc.) 

Ces tests de dttection sont bases sur rimmobilisation de la molecule a detecter et 
sur la fixation specifique de la photoprottine k cette moltcule. L*immobilisation et la 
fixation specifique sont rtalistes par des moyens trts divers en fonction du type de 
molecule a detecter et du type d'echantillon a analyser. La quantite de la molecule k 
dttecter dans Ttchantillon est ensuite determinee par activation de la photoprottine 
fixee et mesure de la bioluminescence tmise. 
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a) Detection d'acides nucleiques 

La detection de sequences d'acides nucleiques peut etre realis6e, soit apres une 
etape d' amplification par PCR (ADN) ou RT-PCR (ARN) ou par toute autre technique 
d'amplification decides nucleiques, soit directement. Apres immobilisation des 
mol6cules d'acides nucleiques ou de leurs produits d'amplification, les molecules sont 
d6tect6es par hybridation d'une sonde. L'hybridation de la sonde est ensuite rev&ee 
grace a une photoprot&ne couplee directement a la sonde ou liee de fapon subsequente a 
celle-ci. Les molecules d'acides nucleiques ou de leurs produits d'amplification sont 
quantifiees par P intensity de la bioluminescence emise. 

Les principales references bibliographiques decrivant de tels precedes sont les 
suivantes : 

1- Lewis JC, Daunert S.Photoproteins as luminescent labels in binding assays. 
Fresenius J Anal Chem. 2000 Mar-Apr;366(6-7): 760-8 

2- Coombes BK, Mahony JB. Nucleic acid sequence based amplification 
(NASBA) of Chlamydia pneumoniae major outer membrane protein (ompA) mRNA 
with bioluminescent detection. Comb Chem High Throughput Screen. 2000 
Aug;3(4):3 15-27. 

3- Laios E, Ioannou PC, Christopoulos TK. Enzyme-amplified aequorin-based 
bioluminometric hybridization assays. Anal Chem. 2001 Feb l;73(3):689-92. 

4- Actor JK. Bioluminescent quantitation and detection of gene expression during 
infectious disease. Comb Chem High Throughput Screen. 2000 Aug;3(4):273-88. 

5- White SR, Christopoulos TK. Signal amplification system for DNA 
hybridization assays based on in vitro expression of a DNA label encoding apoaequorin. 
Nucleic Acids Res. 1999 Oct 1 ;27(1 9):e25. 

6- Guenthner PC, Hart CE. Quantitative, competitive PCR assay for HTVM using 
a microplate-based detection system. Biotechniques. 1998 May;24(5):810-6. 

b) Detection de proteines ou d antigenes 

Apres immobilisation, les prolines et antig&ies sont detects par association 
specifique avec une sonde (association du type antig&ie-anticorps ou ligand-recepteur). 
La fixation de la sonde est ensuite revetee grice k une photoproteine couplee 
directement k la sonde ou liee de fa9on subsequente k celle-ci. Les molecules de 
proteines ou d'antigenes sont quantifiees par l'intensite de la bioluminescence 6mise. 
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Les principales references bibliographiques decrivant de tels procedes sont les 
suivantes : 

1 - Jackson RJ, Fujihashi K, Kiyono H, McGhee JR. Luminometry: a novel 
bioluminescent immunoassay enhances the quantitation of mucosal and systemic 

5 antibody responses. J Immunol Methods. 1996 Apr 19; 190(2): 189-97. 

2- Mattox S, Walrath K, Ceiler D, Smith DF, Cummings RD. A solid-phase assay 
for the activity of CMPNeuAc:Gal beta l-4GlcNAc-R alpha-2,6-sialyltransferase. Anal 
Biochem. 1992 Nov l;206(2):430-6. 

2) Detections d' activity enzymatiques 

Des substrats proteiques compos6s en partie d'une photoproteine (type proteine de 
fusion) peuvent permettre de mesurer des activit6s enzymatiques in vitro ou en systemes 
cellulaires. Les activites enzymatiques d6tectables sont, par exemple, du type 
« modification de prot6ines » (proteases, kinases, glycosylases, etc.). Ce type de mesure 
peut servir au criblage de molecules activant ou inhibant une activity enzymatique 
sp6cifique (par exemple en reference 1, detection de Tactivit6 de la protease d'HIV-l). 

Pour les mesures in vitro, le substrat proteique contenant la photoproteine, ou 
Techantillon k doser, sont immobilises. L'activite enzymatique est ensuite quantiftee 
par Tintensite de la bioluminescence 6mise. Le meme type de mesure peut etre realise 
en systemes cellulaires exprimant le gene correspondant au substrat protdique contenant 
la photoproteine. Les activites enzymatiques cellulaires sont alors quantifiees par 
activation de la photoproteine et mesure de Tintensite de la bioluminescence emise. 

Un tel procedd est decrit notamment dans Deo SK, Lewis JC, Daunert S. 
Bioluminescence detection of proteolytic bond cleavage by using recombinant aequorin. 
Anal Biochem. 2000 May 15;281(l):87-94. 

3) Detection des variations de calcium intracellulaire en systemes cellulaires. 

30 Les photoproteines de type aequorine exprim6es en Ugn6es cellulaires 

(procaryotiques ou eucaryotiques) permettent de d£tecter les variations de calcium 
intracellulaire induites par divers agents. Les variations de calcium intracellulaire sont 
detect6es par les variations correspondantes de la bioluminescence emise. L' application 
la plus courante utilise des lignees eucaryotes du type HEK 293 co-exprimant 
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l'aequorine et un recepteur de neurotransmetteur (recepteur-canal ou recepteur couple a 
une proteine G) pour cribler des agents pharmacologiques ou des ligands naturels 
agissant sur le recepteur. Inversement, ces systemes peuvent etre utilises pour cribler 
des banques d'ADN a la recherche des r6cepteurs actives par un agent pharmacologique 
ou un ligand naturel. Le crible est base sur la variation de bio luminescence induite par 
l'application de l'agent pharmacologique ou du ligand naturel. 

Les principales r6ferences bibliographiques decrivant de tels proced6s sont les 
suivantes : 

1- Button D, Brownstein M. Aequorin-expressing mammalian cell lines used to 
report Ca2+ mobilization. Cell Calcium. 1993 Oct;14(9):663-71. 

2- Ungrin MD, Singh LM, Stocco R, Sas DE, Abramovitz M. An automated 
aequorin luminescence-based functional calcium assay for G-protein-coupled receptors. 
Anal Biochem. 1999 Jul 15;272(l):34-42. 

3- Schaeffer MT, Cully D, Chou M, Liu J, Van der Ploeg LH, Fong TM. Use of 
bioluminescent aequorin for the pharmacological characterization of 5HT receptors. J 
Recept Signal Transduct Res. 1999 Nov; 19(6): 927-3 8. 

4- George SE, Schaeffer MT, Cully D, Beer MS, McAllister G. A high- 
throughput glow-type aequorin assay for measuring receptor-mediated changes in 
intracellular calcium levels. Anal Biochem. 2000 Nov 15;286(2):231-7. 

5- Pamot C, Bardin S, Miserey-Lenkei S, Guedin D, Corvol P, Clauser E. 

i 

Systematic identification of mutations that constitutively activate the angiotensin U type 
1A receptor by screening a randomly mutated cDNA library with an original 
pharmacological bioassay. Proc Natl Acad Sci USA. 2000 Jun 20;97(13):7615-20. 

6- Kotani M, Mollereau C, Detheux M, Le Poul E, Brezillon S, Vakili J, 
Mazarguil H, Vassart G, Zajac JM, Parmentier M. Functional characterization of a 
human receptor for neuropeptide FF and related peptides. Br J Pharmacol. 2001 May 
1;133(1):138-144. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation de photoproteines isolees de m&iuses pour la preparation de 
photoproteines mutees ayant une thermostability superieure a celle des photoproteines 
dont elles derivent, encore designees photoproteines mutees thermostables, et/ou par un 
temps de luminescence sup6rieur a celui des photoproteines dont elles derivent, encore 
designees photoproteines mutees persistantes, lesdites photoproteines mutees etant 
caracterisees en ce que leur stabilite dans le temps est augment6e & 37°C d'un facteur 
d'au moins environ 10, et/ou en ce que leur temps de luminescence est augmente d'un 
facteur d f au moins environ 1 0, par rapport aux photoproteines dont elles derivent 

« 

2. Proc6de de preparation de photoproteines mutees thermostables, et/ou 
persistantes, lesdites photoproteines mutees etant caracterisees en ce que leur stabilite 
dans le temps est augmentee a 37°C d'un facteur d f au moins environ 10, et/ou en ce que 
leur temps de luminescence est augmente d'un facteur d'au moins environ 10, par 
rapport aux photoproteines de meduse dont elles derivent, caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en ceuvre d'une ou plusieurs mutations desdites photoproteines de 
meduse, lesdites mutations etant choisies parmi : 

* au moins une des trois mutations augmentant la thermostabilite desdites 
photoproteines, et choisie parmi les suivantes : 

- suppression de la lysine (K) contenue dans le motif RHKXiMFX 2 dans lequei 
Xi=H ou F, et X 2 = N ou D, ce motif peptidique 6tant conserve chez lesdites 
photoproteines, ou substitution de cette lysine par un aci.de amine naturel ou non, 

* 

notamment substitution de cette lysine par une arginine, 

- suppression de la glutamine (Q) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 

- suppression de la leucine (L) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionne, ou substitution de cette leucine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine, 

* et/ou au moins une des six mutations augmentant le temps de 
luminescence desdites photoproteines, et choisie parmi les suivantes : 
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- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DX l NX 2 X 3 GX4lX5LX6E 
dans lequel Xj=V ou I, X 2 =H, G ou S, X 3 =N ou D, X^K ou Q, X 5 =S, T ou N, et X*=D 
ou N, ce motif peptidique 6tant conserve chez lesdites photoprot&nes, ou substitution de 
ce glutamate par un acide amin6 naturel ou non, notamment substitution de ce glutamate 
par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la 
threonine, 

- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX 1 X 2 GX 3 X4X5LDE dans lequel X,=Q, G ou R, X 2 =N ou S, X 3 =A, S ou T, X4=I 
ou V, et X 5 =T ou S, ce motif peptidique 6tant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amin£ naturel ou non, notamment substitution 
de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la 
cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDXiX 2 GX 3 X4X 5 LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amine naturel ou non* notamment substitution 
de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la 
cysteine, ou la threonine, 

- suppression de la phenylalanine (F) contenue dans le motif EXiTFX 2 X 3 dans 
lequel Xi=E, K ou A, X 2 =R, K ou A, et X 3 =V ou H, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette phenylalanine par un acide amin6 
naturel ou non, notamment substitution de cette phenylalanine par une serine, ou par un 
acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DXiDX 2 X 3 GX4LDVDE, dans lequel Xi=I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et X4=Q, K 
ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoprot&nes, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cet aspartate 
par un acide amine de petite taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la 
threonine, 

- suppression de la valine en position 54 de la sequence peptidique SEQ ID NO : 2 
de l'aequorine, ou substitution de cette valine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette valine par une alanine, ou par un acide amin6 de petite 
taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine. 
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3. Photoproteines mut6es derivees des photoproteines isolees de m6duses, 
caracteris6es en ce que leur stability dans le temps est augment6e a 37°C d'un facteur 
d'au moins environ 10, et/ou en ce que leur temps de luminescence est augmente d'un 
facteur d'au moins environ 10, par rapport aux photoproteines dont elles derivent 

4. Photoproteines mutees selon la revendication 3, caracterisees en ce qu'elles 
sont stables pendant au moins environ 30 minutes jusqu'i la temperature d'environ 
50°C, et en ce qu'elles peuvent £tre conservees pendant au moins environ 4 jours a des 
temperatures pouvant atteindre jusqu'i 37°C, et/ou en ce que leur temps de 
luminescence est compris entre environ 1 min et environ 5 min. 

5. Photoproteines mutees selon Tune des revendications 3 ou 4, caracteris6es en ce 
qu'elles comprennent 

* au moins une des trois mutations augmentant leur thermostabilite, 
choisie parmi les suivantes : 

- suppression de la lysine (K) contenue dans le motif RHKX1MFX2 dans lequel 
Xi=H ou F, et X 2 = N ou . D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites 
photoproteines, ou substitution de cette lysine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette lysine par une arginine, 

- suppression de la glutamine (Q) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amin6 naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 

- suppression de la leucine (L) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionn6, ou substitution de cette leucine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine, 

* et/ou au moins une des six mutations augmentant leur temps de 
luminescence, choisie parmi les suivantes : 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DX1NX2X3GX4DC5LX6E 

dans lequel X,=V ou I, X 2 =H, G ou S, X 3 =N ou D, X4=K ou Q, X 5 =S, T ou N, et X6=D 

ou N, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 

■ 

ce glutamate par un acide amin6 naturel ou non, a Texclusion de la serine, notamment 
substitution de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 
Talanine, la cysteine, ou la threonine, 
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- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX1X2GX3X4X5LDE dans lequel Xi=Q, GouR, Xz=N ou S, X 3 =A, S ou T, X4-I 
ou V, et X 5 =T ou S, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la 
serine, notamment substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que 
la glycine, Talanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la 
serine, notamment substitution de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel 
que la glycine, Talanine, la cysteine; ou la threonine, 

- suppression de la phenylalanine (F) contenue dans le motif EX|TFX 2 X 3 dans 
lequel Xj=E, K ou A, X 2 =R, K ou A, et X 3 =V ou H, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette phenylalanine par un acide amine 
naturel ou non, notamment substitution de cette phenylalanine par une serine, ou par un 
acide amine de petite taille tel que la glycine, Talanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DX!DX2X3GX4LDVDE, dans lequel Xi=I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et X4-Q, K 
ou D, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a l'exclusion de la serine, notamment 
substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 
l'alanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression de la valine en position 54 de la sequence peptidique SEQ ED NO : 2 
de l'aequorine, ou substitution de cette valine par un acide amine naturel ou non, 
notamment substitution de cette valine par une alanine, ou par un acide amine de petite 
taille tel que la glycine, l'alanine, la cysteine, ou la threonine. 

6. Photoproteines mutees thermostables selon Time des revendications 3 a 5, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une des deux mutations suivantes : 

- suppression de la glutamine contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
glutamine par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette glutamine 
par une arginine, 
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- suppression de la leucine contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY 
susmentionne, ou substitution de cette leucine par un- acide amin£ naturel ou non, 
notamment substitution de cette leucine par une isoleucine. 

7. Photoproteines mutees persistantes selon Tune des revendications 3 a 5, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une des mutations suivantes : 

suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DKDX^GXsXaXsLDE dans lequel X,=Q, G ou R, X 2 =N ou S, X 3 =A, S ou T, X4=I 
ou V, et Xs=T ou S, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a Texclusion de la 
s6rine, notamment substitution de cet aspartate par un acide amine de petite taille tel que 
la glycine, Talanine, la cysteine, ou la threonine, 

- suppression du glutamate (E) contenu dans le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE 
susmentionne, ce motif peptidique etant conserve chez lesdites photoproteines, ou 
substitution de ce glutamate par un acide amin6 naturel ou non, k Texclusion de la 
serine, notamment substitution de ce glutamate par un acide amine de petite taille tel 
que la glycine, Talanine, la cysteine, ou la thr6onine, 

suppression du premier aspartate (D) contenu dans le motif 
DX1DX2X3GX4LDVDE, dans lequel Xi=I ou L, X 2 =E, N ou G, X 3 =S ou D, et X4=Q, K 
ou D, ce motif peptidique etant conserv6 chez lesdites photoproteines, ou substitution de 
cet aspartate par un acide amine naturel ou non, a Texclusion de la serine, notamment 
substitution de cet aspartate par un acide amind de petite taille tel que la glycine, 
Talanine, la cysteine, ou la threonine. 

■ 

8. Photoproteines mutees selon l'une des revendications 3 4 7, caracterisees en ce 
qu'elles derivent de l'aequorine (SEQ ID NO : 2), de la clytine (SEQ ID NO : 18), de la 
mitrocomine (SEQ ID NO : 34), et de l'ob61ine (SEQ ID NO : 50). 

9. Photoproteines mutees thermostables selon la revendication 8, choisies parmi : 

- les proteines derivees de l'aequorine comprenant les sequences suivantes : SEQ 
ID NO: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 

- les proteines derivees de la clytine comprenant les sequences suivantes : SEQ ED 
NO : 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 
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- les proteines de la mitrocomine comprenant les sequences suivantes : SEQ ID 
NO : 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 

- les proteines deriv£es de Pobeline comprenant les sequences suivantes : SEQ ED 
NO : 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64. 

10. Photoproteines mut£es persistantes selon la revendication 8, choisies parmi : 

- les prolines d6rivees de Faequorine comprenant les sequences suivantes : SEQ 
ID NO : 66, 68, 70, 72, 74, 76, 

- les proteines d6riv£es de la clytine comprenant les sequences suivantes : SEQ ID 
NO : 78, 80, 82, 84, et 86, 

- les proteines de la mitrocomine comprenant les sequences suivantes : SEQ ID 
NO : 88, 90, 92, 94, et 96, 

- les proteines derivees de l'obeline comprenant les sequences suivantes : SEQ ID 
NO : 98, 100, 102, 104, et 106. 

11. Photoproteines mut6es thermostables et persistantes selon la revendication 8, 
choisies parmi : 

- les proteines d£riv£es de Taequorine de sequences SEQ ID NO : 107, 108, 109, 
1 10, 1 1 1, 1 12, 1 13, et correspondant aux sequences SEQ ID NO : 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
dans lesquelles E en position 45 est remplace par G, et/ou V en position 54 est remplace 
par A, et/ou D en position 127 est remplace par G, et/ou E en position 138 est remplace 
par G, et/ou F en position 159 est remplace par S, et/ou D en position 163 est remplace 
par G, 

- les proteines d6riv6es de la clytine de sequences SEQ ID NO : 114, 115, 116, 
1 17, 1 18, 1 19, 120, et correspondant aux sequences suivantes : SEQ ID NO : 20, 22, 24, 
26, 28, 30, 32, dans lesquelles E en position 44 est remplace par G, et/ou D en position 
126 est remplace par G, et/ou E en position 137 est remplace par G, et/ou F en position 
158 est remplace par S, et/ou D en position 162 est remplace par G, 

* 

- les proteines de la mitrocomine de sequences SEQ ED NO : 121, 122, 123, 124, 
125, 126, 127, et correspondant aux sequences suivantes : SEQ ED NO : 36, 38, 40, 42, 
44, 46, 48, dans lesquelles E en position 43 est remplace par G, et/ou D en position 125 
est remplace par G, et/ou E en position 136 est remplace par G, et/ou F en position 157 
est remplace par S, et/ou D eri position 161 est remplace par G, 
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- les prot&nes derives de l'obeline de sequences SEQ ID NO : 128, 129, 130, 
131, 132, 133, 134, et correspondant aux sequences suivantes : SEQ ID NO : 52, 54, 56, 
58, 60, 62, 64, dans lesquelles E en position 41 est remplace par G, et/ou D en position 
123 est remplac6 par G, et/ou E en position 134 est remplace par G, et/ou F en position 
155 est remplace par S, et/ou D en position 159 est remplac6 par G. 

12. Photoproteines mutees selon Tune des revendications 1 a 11, caracteris6es en 
ce qu'elles sont liees : 

- a une sonde proteique ou nucleique susceptible de reconnaitre des antigdnes ou 
proteines ou acides nucl6iques determines, 

-ouiun substrat specifique d'une activite enzymatique determine, 

- ou a une molecule susceptible de former un complexe avec une autre molecule, 
tel que le complexe avidine-biotine. 

13. Sequences nucteotidiques codant pour les photoproteines mutees selon Tune 
des revendications 3 k 12. 

14. S6quences nucleotidiques selon la revendication 13, codant pour les 
photoproteines mutees selon les revendications 9 a 11, choisies parmi les acides 
nucleiques comprenant les sequences SEQ ID NO : 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 19, 21, 23, 25, 
27, 29, 31, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 
77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, ou toute sequence 
nucleotidique derivee par d6g6n&rescence du code genetique des sequences 
susmentionn6es et codant pour les photoproteines mutees selon les revendications 9 a 
11. . 

15. Vecteur, tel qu'un plasmide, contenant une sequence recombinante 
comprenant une sequence nucleotidique selon la revendication 13 ou 14. 

16. Cellules h6tes, telles que cellules procaryotes, notamment E. coli, ou 
eucaryotes, notamment les lignees HEK 293, ou CHO, transformees par un vecteur 
selon la revendication 15. 
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17. Precede de preparation de photoproteines mutees selon Tune des 
revendications 3 a 12, caracterise en ce qu'il comprend l'utilisation d'un vecteur selon la 
revendication 15 capable de produire lesdites photoproteines, ou la transformation de 
cellules hotes appropriees a I'aide d'un vecteur susmentionne, la mise en culture de 
cellules hotes transformees selon la revendication 16 ainsi obtenues dans un milieu 
approprie, et la recuperation, le cas echeant apr£s purification, des photoproteines 
mutees produites par ces cellules. 

18. Utilisation de photoproteines mutees selon Tune des revendications 3 a 12, ou 
de cellules hotes transformees selon la revendication 16 exprimant lesdites 
photoproteines mutees, dans le cadre de la mise en oeuvre : 

- de proced&s de detection in vitro de molecules, tels que des prolines ou 
antigenes ou des acides nucleiques dans un echantillon biologique, notamment dans le 
cadre du depistage in vitro de bacteries telles que les Listeria dans les aliments, ou dans 
le cadre du depistage d'agents pathog&ies tels que le virus VIH chez l'homme, 

- de procedes de detection de composes a activite enzymatique dans un 
echantillon biologique, notamment dans le cadre du criblage de molecules activant ou 
inhibant une activite enzymatique specifique, 

- de procedes de detection des variations de calcium intracellulaire induites par 
divers agents, notamment dans le cadre du criblage de molecules agissant sur une 
sequence nucieique ou proteique fusionnee k la photoproteine mutee, ou coexprimee 
avec la photoproteine mutee dans des cellules hotes susmentionnees. 

19. Precedes de detection in vitro de proteines ou antigenes ou d'acides nucleiques 
dans un echantillon biologique, tels que definis dans la revendication 18, caracterises en 
ce qu'ils comprennent principalement les etapes suivantes : 

* 

- le cas echeant, une etape ^amplification du nombre d f acides nucleiques presents 
dans rechantillon biologique, 

- immobilisation des proteines ou antigenes ou acides nucleiques sur un support 
approprie, puis addition d f une sonde specifique desdits proteines ou antigenes ou acides 
nucleiques et rinfage, ladite sonde etant li6e a une photoproteine selon la revendication 
12, ou ladite photoproteine etant additionnee sur le support avec les reactifs appropries 
pour sa liaison a ladite sonde, 

- mesure de Fintensite de la bioluminescence emise aprfes retape de linkage. 
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20. Proc6d6s de detection in vitro de composes a activite enzymatique dans un 
echantillon biologique tels que d6finis dans la revendication 18, caract&ises en ce qu'ils 
coinprennent principalement les 6tapes suivantes : 

5 - immobilisation sur un support approprie d'un substrat proteique specifique de 

l'activit£ enzymatique a d6tecter, ce substrat &ant li6 a une photoproteine selon la 
revendication 12, addition de Techantillon biologique, puis linage, 

- ou immobilisation sur un support appropri6 des composes de l'echantillon 
biologique, addition du substrat proteique li6 a une photoproteine selon la revendication 

10 12, puis linage, 

- mesure de Tintensite de la bio luminescence emise apr&s Tetape de rinsage. 

21. Precedes de detection in vitro des variations de calcium intracellulaire induites 
par divers agents tels que d6finis dans la revendication 18, caracterises en ce qu'il 

15 comprend la mise en culture de cellules transformees selon la revendication 16, avec 

Techantillon contenant les molecules a detecter, et la mesure de la variation de 
bioluminescence. 

22. Procedes selon Tune des revendications 19 a 21, caract6ris6s en ce qu'ils 
20 peuvent etre effectues jusqu'A des temp6ratures d'envirori 50 °C, a Taide de 

photoproteines thermostables, et, le cas echeant, persistantes, selon Tune des 
revendications 3 a 12. 

23. Proced6s selon Tune des revendications 19 a 22, caract6ris6s en ce qu'ils 
25 peuvent etre effectues en simultan6s sur 6chantillons multiples, a Taide de 

photoproteines persistantes, et, le cas 6cheant, thermostables, selon Tune des 
revendications 3 a 12. 

24. Kits pour la mise en ceuvre de procedes selon Time des revendications 19 a 23, 
30 caracterises en ce qu'ils comprennent des photoproteines mutees selon Tune des 

revendications 3 a 12, le cas 6ch6ant en association avec des r6actifs n6cessaires a la 
mise en oeuvre desdits proc6d6s. 
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25. Kits selon la revendication 24, caracterises en ce qu'ils peuvent etre conserves 
en solutions pretes a Temploi, notamment pendant au moins 4 jours a des temperatures 
ambiantes d'environ 20°C et pouvant atteindre jusqu'a environ 37°C, lorsqu'ils 
contiennent des photoprot&nes thermostables, et, le cas echSant, persistantes, selon 
5 Tune des revendications 3 k 12. 
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SEQUENCE LISTING . 

<110> CNRS 

<120> PHOTOPROTEINES MUTEES ET LEURS APPLICATIONS 

<130> IFB 01 AJ CNR MEDU 

<140> FR 01 09293 

<141> 2001-07-12 

<160> 134 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> Aequorea victoria 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (600) 

<223> 

<400> 1 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 14 4 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 



aag gca tct 
Lys Ala Ser 
50 

gec aaa cga 
Ala Lys Arg 
65 

atg aaa tat 
Met Lys Tyr 



aaa aaa ttg 
Lys Lys Leu 



gat att gtc 
Asp lie Val 



cac aaa gat 
His Lys Asp 
70 

ggt gtg gaa 
Gly Val Glu 
85 

get act gat 
Ala Thr Asp 
100 



ate aat aac 
lie Asn Asn 
55 

get gta gaa 
Ala Val Glu 



act gat tgg 
Thr Asp Trp 



gaa ttg gag 
Glu Leu Glu 
105 



ctt gga gca 
Leu Gly Ala 
60 

gee ttc ttc 
Ala Phe Phe 
75 

cct gca tat 
Pro Ala Tyr 
90 

aaa tac gee 
Lys Tyr Ala 



aca cct gag 
Thr Pro Glu 



gga gga get 
Gly Gly Ala 



att gaa gga 
lie Glu Gly 
95 

aaa aac gaa 
Lys Asn Glu 
110 



caa 192 
Gin 



gga 240 

Gly 

80 

tgg 288 
Trp 



cca 336 
Pro 
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acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 

gat caa aat gga gec att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac acc aaa 432 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

130 135 140 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 480 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 528 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga caa cat tta gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 57 6 

Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 600 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 2 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> Aequorea victoria 

<400> 2 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 • 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 ~ 110 



Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 " 125 
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Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

* 

Ala Ala Gly lie He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Asp lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 3 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (600) 

<223> 

<400> 3 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac agg cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 14 4 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met ;Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gec aaa cga cac aaa gat get gta gaa gec ttc ttc gga gga get gga 24 0 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 



aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 * 110 
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acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 
Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 ' 

gat caa aat gga gec att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac acc aaa 
Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 
Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga caa cat tta gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 
Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 4 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<400> 4 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Glv 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 



384 



432 



480 



528 



576 



600 
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Ala Ala 

14 5 

J. T ~J 


Gly 


lie 


He 


Gin 
150 


Ser 
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1 J J 


Glu 
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1 fin 
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Val Cys 


Asp 


He 


Asp 
165 


Glu 


Ser 


Gly 
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Leu 
170 


Asp 


Val 
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175 
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Arg Gin 


His 


Leu 
180 


Gly 
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Tyr 
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Pro 

■ 
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Lieu i yr 


yjL y 

195 


Gly Ala 


V d J. 
























1 n-> 


5 






























^ O 1 1 -v 


600 






























✓ oi On 
<Z 1Z> 


DNA 






























J. 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


1 1 aequorine 




■ 






















* 
















<221> « 


CDS 






























<222> 


(1) . . 


. (600) 
























■ 


<223> 
































<400> 
d u y ci. l 

Met Leu 
1 


5 

tat 
Tyr 


gat 
Asp 


gtt 
Val 
5 


cct 
Pro 


Asp 


tat 
Tyr 


get 
Ala 


age 
Ser 
10 


etc 
Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


aca 
Thr 


+- /~>3 

l. ca 

Ser 
15 


gac 
Asp 


A ft 


+- -4— jt «~i 

xzuc gac 
Phe Asp 


aac 
Asn 


cca 
Pro 
20 


aga 
Arg 


tgg 
Trp 


He 


gga cga 
Gly Arg 
25 


cac 
His 


aag 
Lys 


cat 
His 


atg 
Met 


LLC 

Phe 
30 


«^-» * -4— 

aat 
Asn 


+- +■ r-> 

T_ L.C 

Phe 


yo 


Leu Asp 


gtc 
Val 
35 


aac 
Asn 


cac 
His 


aat 
Asn 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 
40 


ate 
He 


tct 
Ser 


ctt 
Leu 


gac 
Asp 


gag 
Glu 
45 


3 +~ ft 

Met 


g l. c 
Val 


fart 

Tyr 


± e ±*i 


aag gca 
Lys Ala 
50 


tct 
Ser 


gat 
Asp 


att 
He 


gtc 
Val 


He 
55 


aat 
Asn 


aac 
Asn 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 
60 


aca 
Thr 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


Gin 




^T/"* 3 3 3 

gCC dad 

Ala Lys 
65 


cga 
Arg 


cac 
His 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 
70 


Ala 


gta 
Val 


gaa 
Glu 


gcc 
Ala 


ttc 
Phe 
75 


ttc 
Phe 


gga 
Gly 


gga get 
Gly Ala 


gga 
Gly 
80 


0 A n 


atg aaa 
Met Lys 


tat 
Tyr 


ggt 
Gly 


gtg 
Val 
85 


gaa 
Glu 


act 
Thr 


gat 
Asp 


tgg 
Trp 


cct 
Pro 
90 


gca 
Ala 


tat 
Tyr 


att 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 
95 


tgg 
Trp 


288 


aaa aaa 
Lys Lys 


ttg 
Leu 


get 
Ala 
100 


act 
Thr 


gat 
Asp 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gag 
Glu 
105 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 


gcc 
Ala 


aaa 
Lys 


aac 
Asn 
110 


gaa 
Glu 


cca 
Pro 


336 



acg etc ate egt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 



Asd Gin a™ r? 3 1^ 303 Ctg g3t gaa ^ aaa gca tac acc aaa 

Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 



Ala Si lit rV ^ C r, a tCa tCa 533 9at tgc ^ 9 aa aca "c aga 
Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

150 155 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt cat aaa ai-a a ^ 
VI Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Vat £ SS £t "hr 

165 170 i 7 5 

aga cga cat tta gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tac aaa aaa 
Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Lp Pre 111 Cys £» 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 6 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence d6riv«Se par mutation de l'aequorine 

<400> 6 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 

55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly 'Ala Gly 

70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 

120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

135 i 40 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 



4 32 



480 



528 



576 



600 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

7 

Val Cys Asp lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190* 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 7 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (600) 

<223> 

<400> 7 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gee aaa cga cac aaa gat get gta gaa gee ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 



acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Asp Lys 
115 120 " 125 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

8 



As P §" Asn I?J JS £* f 9 gat gaa aa * <?<=a tac acc aaa 

Jin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

XJU 135 • J 



140 



aS M. Glv Si ?f C 939 gat tgC W «« aca ttc aga 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 



155 160 



165 170 



175 



S = S £ S5 S£ S E £ £? S S 12 £ I" £ 

185 190 



180 185 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 8 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de 1'aequorine 
<400> 8 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 

5 10 15 

Phe -Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 



45 



Lys Ala Ser Asp He Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 

55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 

70 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 9/ 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

105 110 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 

1 *2* ^3 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

135 140 

Ala Ala Gly lie n e Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

150 155 ls l 



432 



480 



gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc oaf- rH-> M «- ~ 

val Cys Asp He Asp Glu Ser lt y Gin Leu £ v" j£ ffi £ 528 



576 



600 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 



Val Cys 


Asp 


He 


Asp 
165 


Glu 


Ser 


Gly 


Gin 


Leu 

x / U 


Asp 


Val 


Asp 


Glu 

* 


Met 

1 "7 C 
1 ID 


Thr 




Arg Gin 


His 


He 
180 


Gly 


Phe 


Trp 


Tyr 


Tnr 
185 


Met 


ASp 


Pro 


Ala 


Cys 
190 


Glu 


Lys 




Leu Tyr 


Gly 
195 


Gly Ala 


Val 


Pro 










■ 








- 




<210> 


9 






























<211> 


600 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


1 1 aequorine 










<220> 
































<221> 


CDS 
























• 






<222> 


( 1 ) 


. (600) 


























<223> 
































<400> 
atg ctt 
Met Leu 
1 


9 

tat 
Tyr 


gat 
Asp 


gtt 
Val 
5 


cct 
Pro 


gat 
Asp 


tat 
Tyr 


get 
Ala 


age 
Ser 
10 


etc 
Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


aca 
Thr 


tea 
Ser 
15 


gac 
Asp 


48 


ttc gac 
Phe Asp 


aac 
Asn 


cca 
Pro 
20 


aga 
Arg 


tgg 
Trp 


att 
He 


gga cga 
Gly Arg 
25 


cac 
His 


agg 
Arg 


cat 
His 


atg 
Met 


ttc 
Phe 
30 


aat 
Asn 


ttc 
Phe 


96 


ctt gat 
Leu Asp 


gtc 
Val 
35 


aac 
Asn 


cac 
His 


aat 
Asn 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 
40 


ate 
He 


tct 
Ser 


ctt 
Leu 


gac 
Asp 


gag 
Glu 
45 


atg 
Met 


gtc 
Val 


tac 
Tyr 


144 


aag gca 
Lys Ala 
50 


tct 
Ser 


gat 
Asp 


att 
He 


gtc 
Val 


ate 
He 
55 


aat 
Asn 


aac 
Asn 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 
60 


aca 
Thr 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


caa 
Gin 


192 


gcc aaa 
Ala Lys 
65 


cga 
Arg 


cac 
His 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 
70 


get 
Ala 


gta 
Val 


gaa 
Glu 


gcc 
Ala 


ttc 
Phe 
75 


ttc 
Phe 


gga 
Gly 


gga 
Gly 


get 
Ala 


gga 
Gly 
80 


24 0 


atg aaa 
Met Lys 


tat 
Tyr 


ggt 
Gly 


gtg 

Val 
85 


gaa 
Glu 


act 
Thr 


gat 
Asp 


tgg 
Trp 


cct 
Pro 
90 


gca 
Ala 


tat 
Tyr 


att 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 
95 


tgg 
Trp 


O G O 

288 


aaa aaa 
Lys Lys 


ttg 
Leu 


get 
Ala 
100 


act 
Thr 


gat 
Asp 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gag 
Glu 
105 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 


gcc 
Ala 


aaa 
Lys 


aac 
Asn 
110 


gaa 
Glu 


cca 
Pro 


336 


acg etc 
Thr Leu 


ate 
He 
115 


cgt 
Arg 


at a 
He 


tgg 
Trp 


ggt gat 
Gly Asp 
120 


get 
Ala 


ttg 
Leu 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


ate 
He 
125 


gtt 
Val 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


384 



gat caa aat gga gcc att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac ace aaa 
Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 



432 
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10 

ff* H?' a ? c atc caa tca tca 9 aa 9at tgc gag gaa aca ttc aga 480 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

145 150 155 • 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 528 

Val Cys Asp lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 " 175 



aga cga cat tta gga ttt 
Arg Arg His Leu Gly Phe 

180 


tgg 
Trp 


tac acc atg 
Tyr Thr Met 
185 


gat cct get 
Asp Pro Ala 


toe 

Cys 
i Qn 


^4 u 

Glu 


u a w 


^76 


etc tac ggt gga get gtc 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val 
195 


ccc 

Prn 


taa 










600 


<210> 


10 
















<211> 


199 
















<212> 


PRT 
















<213> 


sequence derivee 


par 


mutation de 


1 1 aequorine 










<400> 


10 
















Met Leu 
1 


Tyr Asp Val Pro 
5 


Asp 


Tyr Ala Ser 
10 


Leu Lys Leu 


Thr 


Ser 
15 


Asp 





Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Glv 
65 70 75 so 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 '95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lvs 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arc 
145 150 155 leo 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 
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11 

Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 

<210> 11 

<211> 600 

<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (600) 

<223> 

<400> 11 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac agg cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 14 4 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gee aaa cga cac aaa gat get gta gaa gee ttc ttc gga gga get gga 24 0 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

* 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 . 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Asp Lys 
115 120 125 



gat caa aat gga gee att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac ace aaa 
Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 



432 
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12 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 4 80 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 * 160 



gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Asp Xle Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 



528 



aga caa cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 57 6 

Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 



etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 12 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 12 



600 



Met Leu Tyr Asp 
1 

Phe Asp Asn Pro 

20 

Leu Asp Val Asn 
35 

Lys Ala Ser Asp 
50 

Ala Lys Arg His 
65 

Met Lys Tyr Gly 



Lys Lys Leu Ala 

100 

Thr Leu He Arg 
115 

Asp Gin Asn Gly 
130 

Ala Ala Gly He 
145 

Val Cys Asp He 



Val Pro Asp Tyr 
5 

Arg Trp He Gly 



His Asn Gly Lys 

40 

He Val He Asn 
55 

Lys Asp Ala Val 
70 

Val Glu Thr Asp 
85 

Thr Asp Glu Leu 



He Trp Gly Asp 

120 

Ala He Thr Leu 
135 

He Gin Ser Ser 
150 

Asp Glu Ser Gly 
165 



Ala Ser Leu Lys 
10 

Arg His Arg His 

25 

He Ser Leu Asp 



Asn Leu Gly Ala 

60 

Glu Ala Phe Phe 
75 

Trp Pro Ala Tyr 
90 

Glu Lys Tyr Ala 
105 

Ala Leu Phe Asp 



Asp Glu Trp Lys 

140 

Glu Asp Cys Glu 
155 

Gin Leu Asp Val 
170 



Leu Thr Ser Asp 
15 

Met Phe Asn Phe 
30 

Glu Met Val Tyr 
45 

Thr Pro Glu Gin 



Gly Gly Ala Gly 

80 

lie Glu .Gly Trp 
95 

Lys Asn Glu Pro 
110 

lie Val Asp Lys 
125 

Ala Tyr Thr Lys 



Glu Thr Phe Arg 

160 

Asp Glu Met Thr 
175 
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Arg Gin His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 





195 






<210> 


13 






<211> 


600 






<212> 


DNA 






<213> 


sequence derivee 


par 


mutation de 


<220> 








<221> 


CDS 






<222> 


(1) . . (600) 






<223> 








<400> 


13 






atg ctt 


tat gat gtt cct 


gat 


tat get age 


Met Leu 


Tyr Asp Val Pro 


Asp 


Tyr Ala Ser 



10 15 



48 



ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 "* 60 



gee aaa cga cac aaa gat get gta gaa gee ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 38 4 

Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Asp Lys 
115 120 125 



gat caa aat gga gee att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac acc aaa 432 
Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

14 



IS IS IK £ ^ ^ tCa tCa 933 gat tgc *»9 gaa aca ttc aga 
Ala Ala Gly He lie Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

145 150 155 • . i 6 o 



Val v lit ?"* g f a agt 993 Caa CtC « at 9tt gat gag atg aca 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga cga cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aaq 
Arg Arg Hxs He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ila Cys Glu Lys 

180 185 lgo 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 14 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 14 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1.5 io 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 3 0 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 

40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 

55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 

70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu .Gly Trp 

85 go ; 95 y 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
i15 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

135 240 

Ala Ala Gly He lie Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 iso 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 " lys 



480 



528 



576 



600 
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Arg Arg His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 * 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 

<210> 15 

<211> 600 

<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (600) 

<223> 

<400> 15 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac agg cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gec aaa cga cac aaa gat get gta gaa gee ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 



aaa aaa ttg 
Lys Lys Leu 



acg etc ate 
Thr Leu lie 
115 

gat caa aat 
Asp Gin Asn 
130 



get act gat 
Ala Thr Asp 
100 

cgt ata tgg 
Arg lie Trp 



gga gee att 
Gly Ala He 



gaa ttg gag 
Glu Leu Glu 
105 

ggt gat get 
Gly Asp Ala 
120 

aca ctg gat 
Thr Leu Asp 
135 



aaa tac gee 
Lys Tyr Ala 



ttg ttt gat 
Leu Phe Asp 



gaa tgg aaa 
Glu Trp Lys 
140 



aaa aac gaa 
Lys Asn Glu 
110 

ate gtt gac 
He Val Asp 
125 

gca tac acc 
Ala Tyr Thr 



cca 336 
Pro 



aaa 384 
Lys 



aaa 4 32 

Lys 
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K S Si JS ?S rf 3 c° a ^ a gat tgC gag * aa aca ttc aga 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

145 150 155 " 16u 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atq aca 
Val Cy S Asp lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Gru Me? Thr 

165 170 175 



etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 16 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<400> 16 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 

5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu. Gly Trp 

85 go 95 * 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu Ue Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
113 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

150 155 16Q 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 



480 



528 



aga cga cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get toe oaa cm 
Arg Arg His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Me? Asp Pro S Cys Tlu Lys 

185 290 



600 
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Arg Arg His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 


17 


<211> 


597 


<212> 


DNA 


<213> 


Clytia gregaria 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (597) 


<223> 




<400> 
atg get 
Met Ala 
1 


17 

gac act gca tea 
Asp Thr Ala Ser 
5 



10 15 



48 



gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 144 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 

65 70 75 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat . gga tgg aaa 288 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 4 32 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 
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18 
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tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac 
Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp 
145 150 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu 

165 

caa cat ttg gga ttc tgg tac ace ttg 
Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu 

180 185 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 18 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> Clytia gregaria 

<400> 18 



gec gaa aag ace ttc aaa cat 480 
Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
155 ' 160 

gat gtt gat gag atg ace aga 528 
Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 
170 175 

gac ccc aac get gat ggt ctt 576 
Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

190 

597 



Met Ala Asp Thr 
1 

Asp Asn Pro Lys 

20 

Asp lie Asn Gly 
35 

Ala Ser Asp Asp 
50 

Lys Arg His Gin 
65 

Asp Tyr Gly Lys 



Glu Leu Ala Asn 

100 

Leu lie Arg Asp 
115 

Gly Ser Gly Ser 
130 

Ser Gly He Cys 
145 

Cys Asp Leu Asp 



Ala Ser Lys Tyr 
5 

Trp Val Asn Arg 



Asp Gly Lys He 

40 

He Cys Ala Lys 
55 

Asp Ala Val Glu 
70 

Glu Val Glu Phe 
85 

Tyr Asp Leu Lys 



Trp Gly Glu Ala 

120 

He Ser Leu Asp 
135 

Ser Ser Asp Glu 
150 

Asn Ser Gly Lys 
165 



Ala Val Lys Leu 
10 

His Lys Phe Met 
25 

Thr Leu Asp Glu 



Leu Gly Ala Thr 

60 

Ala Phe Phe Lys 
75 

Pro Ala Phe Val 
90 

Leu Trp Ser Gin 
105 

Val Phe Asp He 



Glu Trp Lys Ala 

140 

Asp Ala Glu Lys 
155 

Leu Asp Val Asp 
170 



Arg Pro Asn Phe 
15 

Phe Asn Phe Leu 
30 

He Val Ser Lys 
45 

Pro Glu Gin Thr 



Lys He Gly Met 

80 

Asp Gly .Trp Lys 
'95 

Asn Lys Lys Ser 
110 

Phe Asp Lys Asp 
125 

Tyr Gly Arg He 



Thr Phe Lys His 

160 

Glu Met Thr Arg 
175 
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Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 19 

<211> 597 

<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 19 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 48 
Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 .5 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aga ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 14 4 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 
Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 
Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 
65 .70 75 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 
Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gec aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 
Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 
Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 
Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 14 0 



432 
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20 
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tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gcc gaa aag acc ttc aaa cat 
Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 * 160 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 . 

caa cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 
Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 20 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 20 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 7 ° 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly. Trp Lys 

85 90 ' 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arq He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 160 

Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 ~ 175 



480 



528 



576 



597 
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Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 21 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 21 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 4 8 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 144 
Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 
Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 
Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 . 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 
Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 
Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 HO 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 
Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg. gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 432 
Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 14 0 



45 



Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 

55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 

70 7 5 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 



Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 



140 



Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 



155 160 



Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 



528 



576 
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£ S5 £ S £ £ K K C K K £ £ £ £ £ 480 

150 155 16Q 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat ott oat nan = 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Js P SS J£ ffi £ ^ 

165 170 175 

cga cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac net a*t „ n + 
Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pr^ ITn 111 f£ ?g £u 

185 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 597 

195 

<210> 22 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 22 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lvs Tvr Ala v*i t„o t~ * 
1 c ^ ys AXa Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 

5 10 15 

As P Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

• 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 



165 170 175 
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Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 23 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 23 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 4 8 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 14 4 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag ace 192 
Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 
Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 
Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 
Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 
Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 4 32 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 * ^ 14 0 
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Ser SI At Cvs Ser lit T C ?T ff * C ^ 933 3ag acc ttc aaa «t 
r Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 

150 155 • 160 



Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 

55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 

° 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 ^ 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp 

«L 5 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 

135 14Q 



Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys Hi 



s 
60 



Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 17 ° 175 



480 



528 



576 



Z £ 2! Zl K 2 sg £ - « ;« ?» s » ? ~ - 

165 170 175 9 

Gin ??* ^ L tC t99 taC aCC 9 a = ccc aac get gat ggt ctt 

Gin Hx. He Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

185 190 
tac ggc aat ttt gtt cct taa 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 597 
195 

<210> 24 
<2ll> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<400> 24 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 

5 1° 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 
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Gin His 


lie 


Gly 
180 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu 
185 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp 
190 

-L V 

* 


Gly 


Leu 




Tvr Glv 


Asn 
195 


Phe 

L. MA ■» 


Val 


Pro 








• 
















<9 1 0> 


25 


























- 




✓ T1 1 

v.^ JL 


597 
































DNA 
































sequence 


derivee 


pox, 


mutation de 


la clytine 










































<221> < 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (597) 


























<223> 
































<400> 
dug gen 
Met Ala 
1 


25 
gac 
Asp 

A. 


act 
Thr 


gca 
Ala 
5 


tea 
Ser 


add 

Lys 


tac 
Tyr 


gee 
Ala 


gtc 
Val 
10 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aga 
Arg 


Pro 


3 3 

Asn 
15 


1 1 o 
Phe 




Asp Asn 


cca 
Pro 


aaa 
Lys 
20 


tgg 

Trp 


gtc 
Val 


3 3 f** 

Asn 


aga 
Arg 


cac 
His 
25 


aga 
Arg 


ttt 
Phe 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


3 a r* 

Asn 
30 


ttt 

l_ U L- 

Phe 


tt a 

Leu 


96 


gac atx 
Asp lie 


aac 
Asn 
35 


ggc 
Gly 


gac 
Asp 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 


ate 
He 
40 


act 
Thr 


ttg gat 
Leu Asp 


gaa 
Glu 


ate 
He 
45 


guc 

val 


tec 
Ser 


3 3 3 

Lys 


J- H ** 


get teg 
Ala Ser 
50 


gat 
Asp 


gac 
Asp 


att 
lie 


tgc 
Cys 


Ala 
55 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 


aea 
Thr 
60 


cca 
Pro 


y d d 

Glu 


v_ a.y 

Gin 


3 o 

OWL 

Thr 


-J- -7 


3 3 3 <""> fT't - 

cLcxcx Ly L 

Lys Arg 
65 


cac 
His 


cag 
Gin 


gat 
Asp 


get 
Ala 
70 


Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 
75 


aaa 
Lys 


aag 
Lys 


He 


y y u 

Gly 

■ 


Met 
80 


240 


«Tf t" 3 t" 

Asp Tyr 


ggt 
Gly 


aaa 
Lys 


gaa 
Glu 
85 


gtc 
Val 


na 3 
y a a 

Glu 


ttc 
Phe 


cca 
Pro 


get 
Ala 
90 


ttt 
Phe 


gtt 
Val 


gat 
Asp 


et na 
yya 

Gly 


t nn 
uyy 

Trp 

95 


3 3 2 
CI CI CI 

Lys 


288 

i. u u 


Glu Leu 


gee 
Ala 


aat 
Asn 
100 


tat 
Tyr 


gac 
Asp 


-H f- rr 

Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 
105 


tgg 
Trp 


tct 
Ser 


caa 
Gin 


aac 
Asn 


Lys 
110 


3 3 3 

d a a. 

Lys 


tct 

Ser 


336 

* 


ttg ate 
Leu lie 


cgc 
Arg 
115 


gac 
Asp 


tgg 
Trp 


gga 
Gly 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
120 


gtt 
Val 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


att 
He 


ttt 
Phe 
125 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


gac 
Asp 


384 


gga agt 
Gly Ser 
130 


ggc 
Gly 


tea 
Ser 


ate 
He 


agt 
Ser 


ttg 
Leu 
135 


gac 
Asp 


gaa 
Glu 


tgg 
Trp 


aag 
Lys 


get 
Ala 
140 


tat 
Tyr 


gga cga 
Gly Arg 


ate 
He 


432 
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tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gec gaa aag ace ttc aaa cat 480 
Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 160 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 528 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

cga cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 576 
Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 597 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 26 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 26 



Met Ala Asp Thr 
1 

Asp Asn Pro Lys 

20 

Asp lie Asn Gly 
35 

Ala Ser Asp Asp 
50 

Lys Arg His Gin 
65 

Asp Tyr Gly Lys 



Glu Leu Ala Asn 

100 

Leu lie Arg Asp 
115 

Gly Ser Gly Ser 
130 

Ser Gly lie Cys 
145 

Cys Asp Leu Asp 



Ala Ser Lys Tyr 
5 

Trp Val Asn Arg 



Asp Gly Lys lie 

40 

lie Cys Ala Lys 
55 

Asp Ala Val Glu 
70 

Glu Val Glu Phe 
85 

Tyr Asp Leu Lys 



Trp Gly Glu Ala 

120 

lie Ser Leu Asp 
135 

Ser Ser Asp Glu 
150 

Asn Ser Gly Lys 
165 



Ala Val Lys Leu 
10 

His Arg Phe Met 
25 

Thr Leu Asp Glu 



Leu Gly Ala Thr 

60 

Ala Phe Phe Lys 
75 

Pro Ala Phe Val 
90 



Leu Trp Ser Gin 
105 

Val Phe Asp lie 



Glu Trp Lys Ala 

140 

Asp Ala Glu Lys 
155 

Leu Asp Val Asp 
170 



Arg Pro Asn Phe 
15 

Phe Asn Phe Leu 
30 

lie Val Ser Lys 
45 

Pro Glu Gin Thr 



Lys lie Gly Met 

80 

Asp Gly. Trp Lys 
'95 

Asn Lys Lys Ser 
110 

Phe Asp Lys Asp 
125 

Tyr Gly Arg lie 



Thr Phe Lys His 

160 

Glu Met Thr Arg 
175 
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27 

Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 27 

<211> 597 

<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 



<400> 27 

atg get gac act gca tea aaa tac gee 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala 
1 5 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His 

20 25 

* 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act 
Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr 
35 40 

get teg gat gac 
Ala Ser Asp Asp 
50 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get 
Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala 
65 ~ " 70 



gtc aaa etc aga ccc aac ttc 4 8 

Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
10 15 

aga ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

30 

ttg gat gaa ate gtc tec aaa 14 4 

Leu Asp Glu lie Val Ser Lys 

45 



ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 
Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 
75 80 



att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 
lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
55 " 60 



gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp 

115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 4 32 

Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 140 
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28 

tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gee gaa aag ace ttc aaa cat 4 80 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 160 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 528 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

caa cat ata gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 576 
Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 597 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 28 
<211> 198 
<212> PRT 

* 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<400> 28 



Met Ala Asp Thr 
1 

Asp Asn Pro Lys 

20 

Asp He Asn Gly 
35 

Ala Ser Asp Asp 
50 

Lys Arg His Gin 
65 

Asp Tyr Gly Lys 



Glu Leu Ala Asn 

100 

Leu He Arg Asp 
115 

Gly Ser Gly Ser 
130 

Ser Gly lie Cys 
145 

Cys Asp Leu Asp 



Ala Ser Lys Tyr 
5 

Trp Val Asn Arg 



Asp Gly Lys He 

40 

He Cys Ala Lys 
55 

Asp Ala Val Glu 
70 

Glu Val Glu Phe 
85 

Tyr Asp Leu Lys 



Trp Gly Glu Ala 

120 

He Ser Leu Asp 
135 

Ser Ser Asp Glu 
150 

Asn Ser Gly Lys 
165 



Ala Val Lys Leu 
10 

His Arg Phe Met 
25 

Thr Leu Asp Glu 



Leu Gly Ala Thr 

60 

Ala Phe Phe Lys 
75 

Pro Ala Phe Val 
90 

Leu Trp Ser Gin 
105 

Val Phe Asp He 



Glu Trp Lys Ala 

140 

Asp Ala Glu Lys 
155 

Leu Asp Val Asp 
170 



Arg Pro Asn Phe 
15 

Phe Asn Phe Leu 
30 

He Val Ser Lys 
45 

Pro Glu Gin Thr 



Lys He Gly Met 

80 

Asp Gly .Trp Lys 
•95 

Asn Lys Lys Ser 
110 

Phe Asp Lys Asp 
125 

Tyr Gly Arg He 



Thr Phe Lys His 

160 

Glu Met Thr Arg 
175 
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Gin His 


He 


Gly 
180 

J. U V 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu 
185 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp 

• 


Gly Leu 




Tyr Gly Asn 
195 


Phe 


Val 


Pro 
























V C. J- U ^ 


29' 






























/Oils 


597 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la clytine 










<220> 












■ 




















<221> 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (597) 


























<223> 


























- 






<400> 
atg get 
Met Ala 
l 


29 
gac 
Asp 


act 
Thr 


gca 
Ala 
5 


tea 
Ser 


a q 3 
dad 

Lys 


tac 
Tyr 


gec 
Ala 


gtc 
Val 
10 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aga 
Arg 


cue 
Pro 


aac 
Asn 
15 


ttc 
Phe 


A ft 


gac aac 
Asp Asn 


cca 
Pro 


aaa 
Lys 
20 


tgg 
Trp 


gtc 
Val 


aaC> 

Asn 


aga 
Arg 


cac 
His 
25 


aaa 
Lys 


ttt 
Phe 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


a a r-> 

Asn 
30 


ttt 
Phe 


ttg 
Leu 


Q£ 

j D 


gac att 
Asp He 


aac 
Asn 
35 


ggc gac 
Gly Asp 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 


ate 
He 
40 


act 
Thr 


ttg gat 
Leu Asp 


gaa 
Glu 


ate 
He 
45 


gtc 
Val 


tec 
Ser 


aaa 
Lys 


1 A A 


get teg 
Ala Ser 

D U 


gat 
Asp 


gac 
Asp 


att 
He 


tgc 
Cys 


gee 
Ala 
55 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


gga 
Gly 


gca 
Ala 


aca 
Thr 
60 


cca 
Pro 


Glu 


cag 
Gin 


ace 
Thr 


1 QO 

-L J Z 


aaa cgt 
Lys Arg 
65 


cac 
His 


cag 
Gin 


gat 
Asp 


get 
Ala 
70 


/->» ■♦- • 
y lc 

Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 
75 


aaa 
Lys 


aag 
Lys 


aft* 

He 


ggt 
Gly 

• 


atg 
Met 
80 


0 ACS 


gat tat 
Asp Tyr 


ggt 
Gly 


aaa 
Lys 


gaa 
Glu 
85 


gtc 
Val 


Glu 


ttc 
Phe 


cca 
Pro 


get 
Ala 
90 


ttt 
Phe 


gtt 
Val 


gat 
Asp 


gga 
Gly 


tgg 
i rp 
95 


aaa 

Jjy5 




gaa ctg 
Glu Leu 


gec 
Ala 


aat 
Asn 
100 


tat 
Tyr 


gac 
Asp 


ttg 
Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 
105 


tgg 
Trp 


tct 
Ser 


caa 
Gin 


aac 
Asn 


aag 
Lys 
110 


aaa 
Lys 


tct 
Ser 


336 


ttg ate 
Leu lie 


cgc 
Arg 
115 


gac 
Asp 


tgg 
Trp 


gga 
Gly 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
120 


gtt 
Val 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


att 
He 


ttt 
Phe 
125 


gac 
Asp 


aaa 

Lys 


gac 
Asp 


384 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 
Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 



432 



WO 03/006497 



30 



PCT/FR02/02492 



145 150 



165 



gaa 


gac gcc 


gaa 


aag 


acc 


ttc 


aaa 


cat 




ASp Ala 


CjIU 


Lys 


Thr 


Phe 


Lys 


His 






ICC 

155 






• 


160 


aaa 


ctt gat 


gtt 


gat 


gag 


atg 


acc 


aga 


Lys 


Leu Asp 


Val 


Asp 


Glu 


Met 


Thr 


Arg 




170 










175 


acc 


ttg gac 


ccc 


aac 


get 


gat 


ggt 


ctt 


Thr 


Leu Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp Gly 


Leu 




185 








190 







480 



180 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 30 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 30 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 is 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 '95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 ilo 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 140 



Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys Hi 
145 150 155 i € 



is 
60 



Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 



528 



576 



597 
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Arg His 


He 


Gly 

lOU 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu 
1 ft s 

J. O J 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp 

• 


Gly 


Leu 




Tyr Gly Asn 
195 


rfie 


vdl 


























<210> 


31 


















• 

* 








- 




<211> 


597 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la clytine 










<220> 
































<221> i 


CDS 






























<222> 


(1) • 


. (597) 


























<223> 
































<400> 
atg get 
Met Ala 
1 


31 
gac 
Asp 


act 
Thr 


gca 
Ala 

5 


tea 
Ser 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 


gee 
Ala 


gtc 
Val 
10 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aga 
Arg 


**** A 

ccc 
Pro 


aac 
Asn 
15 


4- 4- 

ttc 
Phe 


A Q 


gac aac 
Asp Asn 


cca 
Pro 


aaa 
Lys 
20 


tgg 
Trp 


gtc 
Val 


aac 
Asn 


aga 
Arg 


cac 
His 
25 


aga 
Arg 


ttt 
Phe 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 
30 


4-4-4- 

ttt 

Phe 


4- -I- />- 

ttg 
Leu 


y O 


gac att 
Asp lie 


aac 
Asn 
35 


ggc 

Gly 


gac 
Asp 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 


ate 
He 
40 


act 
Thr 


ttg 
Leu 


gat 
Asp 


gaa 
Glu 


ate 
He 
45 


gtc 
Val 


tec 
Ser 


aaa 
Lys 


1 A A 


get teg 
Ala Ser 

50 


gat 
Asp 


gac 
Asp 


att 
lie 


tgc 
Cys 


gee 
Ala 
55 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


gga 
Gly 


gca 
Ala 


aea 
Thr 
60 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


eag 
Gin 


acc 
Thr 




aaa cgt 
Lys Arg 
65 


cac 
His 


cag 
Gin 


gat 
Asp 


get 
Ala 
70 


gtc 
Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 
75 


aaa 
Lys 


aag 
Lys 


att 
lie 


ggt 
Gly 

■ 
• 


atg 
Met 
80 


9 4 n 

^ fi U 


gat tat 
Asp Tyr 


ggt 
Gly 


aaa 
Lys 


gaa 
Glu 
85 


gtc 
Val 


gaa 
Glu 


ttc 
Phe 


cca 
Pro 


get 
Ala 
90 


ttt 
Phe 


gtt 
Val 


gat 
Asp 


gga 
Gly 


■4™ 

tgg 
Trp 
95 


aaa 
Lys 


9 ft fl 
£. O O 


gaa ctg 
Glu Leu 


gec 
Ala 


aat 
Asn 
100 


tat 
Tyr 


gac 
Asp 


ttg 
Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 
105 


tgg 
Trp 


tct 
Ser 


caa 
Gin 


aac 
Asn 


aag 
Lys 
110 


aaa 
Lys 


tct 
Ser 


336 


ttg ate 
Leu lie 


cgc 
Arg 


gac 
Asp 


tgg 
Trp 


gga 
Gly 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


gtt 
Val 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


att 
He 


ttt 
Phe 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


gac 
Asp 


384 



115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 432 
Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 * 140 



WO 03/006497 



32 



PCT/FR02/02492 



tct gga ate 
Ser Gly lie 
145 

tgc gat ttg 
Cys Asp Leu 



cga cat ata 
Arg His lie 



tac ggc aat 
Tyr Gly Asn 
195 



tgc tea tea 
Cys Ser Ser 
150 

gac aac agt 
Asp Asn Ser 
165 

gga ttc tgg 
Gly Phe Trp 
180 

ttt gtt cct 
Phe Val Pro 



gac gaa gac 
Asp Glu Asp 



ggc aaa ctt 
Gly Lys Leu 



tac acc ttg 
Tyr Thr Leu 
185 

taa 



gec gaa aag 
Ala Glu Lys 
155 

gat gtt gat 
Asp Val Asp 
170 

gac ccc aac 
Asp Pro Asn 



acc ttc aaa 
Thr Phe Lys 



gag atg acc 
Glu Met Thr 
175 

get gat ggt 
Ala Asp Gly 
190 



cat 480 

His 

160 

aga 528 
Arg 



ctt 576 
Leu 



597 



<210> 32 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 32 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lvs 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly, Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 



160 



Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 
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Arg His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 


33 


<211> 


597 


<212> 


DNA 


<213> 


Mitrocoma cellularia 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (597) 


<223> 




<400> 


33 


atg tea 
Met Ser 
1 


atg ggc age aga tac 
Met Gly Ser Arg Tyr 
5 



10 15 



48 



aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 . 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 144 
lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 24 0 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 * 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



432 



WO 03/006497 



ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc 
Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys 
145 150 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp 

165 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp 

180 185 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 34 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> Mitrocoma cellularia 

<400> 34 



PCT/FR02/02492 

34 

gaa get aca ttt gca cat tgc 480 
Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
155 160 

gtg gac gaa atg aca aga caa 528 
Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 
170 175 

cca act tgt gaa gga etc tac 576 
Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

190 

597 



Met Ser Met Gly 
1 

Asn Pro Lys Trp 

20 

lie Asn Ser Asn 
35 

Ser Asn lie lie 
50 

Arg His Gin Lys 
65 

Tyr Asp Lys Asp 



Leu Ala Lys Thr 

100 

lie Arg Leu Trp 
115 

Asn Gly Ser Val 
130 

Gly He Gin Gin 
145 

Asp Leu Asp Gly 



Ser Arg Tyr Ala 
5 

He Ala Arg His 



Gly Gin He Asn 

40 

Cys Lys Lys Leu 
55 

Cys Val Glu Asp 
70 

Thr Thr Trp Pro 
85 

Glu Leu Glu Arg 



Gly Asp Ala Leu 

120 

Ser Leu Asp Glu 
135 

Ser Arg Gly Gin 
150 

Asp Gly Lys Leu 
165 



Val Lys Leu Thr 
10 



Lys His Met Phe 
25 

Leu Asn Glu Met 



Gly Ala Thr Glu 

60 

Phe Phe Gly Gly 
75 

Glu Tyr He Glu 
90 

His Ser Lys Asn 
105 

Phe Asp He He 



Trp He Gin Tyr 

140 

Cys Glu Ala Thr 
155 

Asp Val Asp Glu 
170 



Thr Asp Phe Asp 
15 

Asn Phe Leu Asp 
30 

Val His Lys Ala 
45 

Glu Gin Thr Lys 



Ala Gly Leu Glu 

80 

Gly Trp .Lys Arg 
'95 

Gin Val Thr Leu 
110 

Asp Lys Asp Arg 
125 

Thr His Cys Ala 



Phe Ala His Cys 

160 

Met Thr Arg Gin 
175 
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35 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 35 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{597) 

<223> 

<400> 35 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 48 
Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac agg cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 144 
lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 24 0 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 432 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 



36 



rV T?° of 3 ^f 9 tCa Cgt ggg caa tgc gaa 9ct aca ttt gca cat tgc 
Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr . Phe Ala His Cys 
145 150 



155 160 



gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga caa 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tvr 

180 185 190 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 36 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 36 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lvs 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 ™ 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 T95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie He Asp Lys Asp Arq 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 



480 



528 



576 



597 



WO 03/006497 



PCT/FR02/02492 



37 



His Leu 


. Gly 


Phe 
180 


Trp 


Tyr 


Ser 


Val 


Asp 
185 


Pro 


Thr 


Cys 


Glu 


Gly 
190 

* 


Leu 


Tyr 




Gly Gly Ala 
195 


Val 


Pro 


Tyr 
























<210> 


37 


















# 








- 




<211> 


597 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la mitrocomine 








<220> 
































<221> 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (597) 


























<223> 
































<400> 
atg tea 
Met Ser 
1 


37 
atg 
Met 


ggc 
Gly 


age 
Ser 
5 


aga 
Arg 


tac 
Tyr 


gca 
Ala 


gtc 

Val 


aag 
Lys 
10 


ctt 
Leu 


acg 
Thr 


act 
Thr 


gac 
Asp 


ttt 
Phe 
15 


oat 
Asp 


48 


aat cca 
Asn Pro 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 
20 


att 
He 


get 
Ala 


cga 
Arg 


cac 
His 


aag 
Lys 
25 


cac 
His 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 


ttc 
Phe 
30 


ctt 
Leu 


aac 

Asp 


96 


ate aat 
lie Asn 


tea 
35 


aat 
Asn 


ggc 
Gly 


caa 
Gin 


ate 
lie 


aat 

Hen 

40 


ctg 
Leu 


aat 
Asn 


gaa 
Glu 


atg 
Met 


gtc 
45 


cat 

nlS 


aao 
Lys 


get 
Ala 


144 


tea aac 
Ser Asn 
50 


att 
He 


ate 
He 


tgc 
Cys 


aag 
Lys 


aag 
Lys 
55 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 


aca 
Thr 


gaa 
Glu 
60 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 


acc 
Thr 


aaa 
Lys 


192 


cgt cat 
Arg His 
65 


caa 
Gin 


aag 
Lys 


tgt 
Cys 


gtc 
Val 
70 


gaa 
Glu 


gac 
Asp 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


ggg gga 

Gly Gly 

75 


get 
Ala 


ggt 
Gly 

i 


ttq 
Leu 

i 


gaa 
Glu 
80 


240 

• 


tat gac 
Tyr Asp 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


ace 
Thr 
85 


aca 
Thr 


tgg 
Trp 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


tac 
Tyr 
90 


ate 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 

* 


tgg 
Trp 


aag 
Lys 
95 


aqq 
Arg 


288 


ttg get 
Leu Ala 


aag 
Lys 


act 
Thr 
100 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gaa 
Glu 


agg 
Arg 


cat 
His 
105 


tea 
Ser 


aag 
Lys 


aat 
Asn 


caa 
Gin 


gtc 
Val 
110 


aca 
Thr 


ttg 
Leu 


336 


ate cga 
lie Arg 


tta 
Leu 
115 


tgg 
Trp 


ggt gat 
Gly Asp 


get 
Ala 


ttg 
Leu 
120 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


ate 
He 


att 
He 


gac 
Asp 
125 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


aga 
Arg 


384 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 432 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

38 



lit ril r? ^ g Cgt 999 Caa tgC gaa gct aca ttt gca cat tgc 

Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His C?s 

145 150 155 igo 

III 2?' ga ° g9t 333 Ctt gat gtg gac 9 aa aca aga cga 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 1?5 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu lly Leu Tyr 

180 185 19Q 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 38 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 38 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 

55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
S 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 ? 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 

135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 150 155 igo 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 



480 



528 



576 



597 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

39 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 39 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 39 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 4 8 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 240 
Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



432 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

40 



lit Til rf* ^f 9 tCa ° 9t ggg Caa tgc gaa act aca ttt gca cat tgc 480 
Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

5 150 155 160 

III III A<n rf T C ?f 333 Ctt 9at gtg 9ac gaa at « aca «a 528 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 

cat ata gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 576 
His lie Gly Phe Trp Ty r Ser Val Asp Pro Thr Cys flu Gly Leu Tyr 

180 i 8 5 19Q 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 40 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> seguence derivee par mutation de la initrocomine 
<400> 40 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 

5 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser jsn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arq 

85 90 ; 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
113 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 

135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 150 155 leo 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

I 65 170 175 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

41 



His He 


Gly 


Phe 
180 


Trp 


Tyr 


Ser 


Val 


Asp 
185 


Pro 


Thr 


Cys 


Glu 


Gly 
190 

• 


Leu 


Tyr 




Gly Gly 


Ala 
195 


Val 


Pro 


Tyr 
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41 
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DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la mitrocomine 








<220> 
































<221> ■ 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (597) 


























<223> 
































<400> 

Met Ser 
1 


41 
atg 
Met 


ggc 
Gly 


age 
Ser 
5 


aga 
Arg 


far 

Tyr 


gca 
Ala 


gtc 
Val 


aag 
Lys 
10 


ctt 
Leu 


acg 
Thr 


act 
Thr 


gac 
Asp 


ttt 

K» W \mm 

Phe 
15 


aat 
Asp 


48 


d a L. \— a. 

Asn Pro 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 
20 


att 
lie 


get 
Ala 


a 

Arg 


cac 
His 


agg 
Arg 
25 


cac 
His 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 


ttc 
Phe 
30 


ctt 
Leu 


aac 
Asp 


96 


a f~ pat" 

He Asn 


tea 
Ser 
35 


aat 
Asn 


ggc caa 
Gly Gin 


ate 
He 


aat 
Asn 
40 


ctg 
Leu 


aat 
Asn 


gaa 
Glu 


atg 
Met 


gtc 
Val 
45 


cat 
His 


aaa 
Lys 


act 
Ala 


144 


Ser Asn 
50 


att 
He 


ate 
He 


tgc 

Cys 


aag 
Lys 


U U ^-4 

Lys 
55 


ctt 
Leu 


aaa 
Gly 


aca 
Ala 


aca 
Thr 


gaa 
Glu 
60 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 


acc 
Thr 


aaa 
Lys 


192 


Arg His 
65 


caa 
Gin 


aag 
Lys 


tgt 
Cys 


gtc 
Val 
70 


aaa 
Glu 


gac 
Asp 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


ggg gga get 
Gly Gly Ala 
75 


ggt 
Gly 

* 


tta 
Leu 


aaa 
Glu 
80 


240 


i_ a w y ci ^ 

Tyr Asp 


aaa 
Lys 


gat 

Asp 


acc 
Thr 
85 


aca 
Thr 


taa 
Trp 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


tac 
Tyr 
90 


ate 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


aag 
Lys 
95 


aaa 
Arg 


288 


Leu Ala 


aag 
Lys 


act 
Thr 
100 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


aaa 

U v* 

Glu 


agg 
Arg 


cat 
His 
105 


tea 
Ser 


aag 
Lys 


aat 
Asn 


caa 
Gin 


gtc 
Val 
110 


aca 
Thr 


ttg 
Leu 


336 


ate cga 
He Arg 


tta 
Leu 
115 


tgg 
Trp 


ggt gat 
Gly Asp 


get 
Ala 


ttg 
Leu 
120 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


ate 
He 


att 
He 


gac 
Asp 
125 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


aga 
Arg 


384 


aat gga 
Asn Gly 


teg 
Ser 


gtt 
Val 


teg 
Ser 


tta 
Leu 


gac 
Asp 


gaa 
Glu 


tgg 
Trp 


ate 
He 


cag 
Gin 


tac 
Tyr 


act 
Thr 


cat 
His 


tgt 
Cys 


get 
Ala 


432 



130 135 140 



WO 03/006497 



PCT/FR02/02492 

42 



r? ™ ^f 3 Sf 9 tCa C9t ggg caa tgc $ aa 9 ct aca ttt gca cat tgc 4 80 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

145 150 155 - 160 



gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga cga 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tvr 

180 . 185 190 



576 



ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



597 



<210> 42 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 42 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 go '95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg. Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arc 
H5 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 i 75 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

43 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 



Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 43 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 43 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 48 
Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac agg cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 240 
Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 . 80 

* 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 432 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

44 



2?° ^° of 9 °f g tCa Cgt 9gg Caa t ^ c <3** get aca ttt gca cat tgc 
Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

145 150 155 !60 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga caa 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 

cat ata gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 44 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<400> 44 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 

5 10 is 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 3 o 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lvs 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 7 0 75 * 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 : 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Aro 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
I 30 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cvs 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 



480 



528 



576 



597 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

45 

His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 45 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 45 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 4 8 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa acc aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 24 0 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat acc aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Asp Lys Asp Arg 
115 ^ * 120 ** 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 4 32 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

46 



ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc gaa get aca ttt gca cat tgc 
Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 150 155 • 160 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga cga 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 



ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 46 
<211> 198 
<212> PRT 



<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<400> 46 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 is 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 - 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lvs 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 eo 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 : 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
145 15 0 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 



480 



528 



cat ata gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 576 
His He Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 



597 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

47 

His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 47 

<211> 597 

<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> <1) . . (597) 

<223> 



<400> 47 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 



48 



aat cca aaa tgg att get cga cac agg cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 240 
Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 4 32 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 

48 PCT/FR02/02492 



G?v rif r? 9 % 9 o Ca Cgt 9gg Caa tgc * aa get aca ttt gca cat tgc 
Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe La His C V s 

150 155 160 

E£ llu a™ rf T C 2f f" Ctt gat gtg gac gaa at <3 a « aga cga 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 17 s 

cat ata gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
Hxs He Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys llu GlJ Leu Tyr 

180 185 190 



480 



528 



576 



ggt ggt get gta cct tat taa 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 597 
195 



<210> 48 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<400> 48 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 

5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin He Asn .Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 y 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 

70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 : 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 i 7 o 17 | 9 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

49 

His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 


49 


<211> 


588 


<212> 


DNA 


<213> 


Obelia longissima 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (588) 


<223> 




<400> 49 

atg tct tea aaa tac gca gtt 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val 



10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 
Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gee aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 , 80 

aaa gaa att gec ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 
Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 HO 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 
Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



WO 03/006497 



tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg 
Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala 
145 150 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac 
Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp 

165 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa 
Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu 

180 185 

gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 50 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> Obelia longissima 

<400> 50 



PCT/FR02/02492 

50 

aca ttt cga cat tgc gat ttg 4 80 

Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
155 • 160 

gag atg aca aga caa cat ctt 528 
Glu Met Thr Arg Gin His Leu 
170 175 

get gat ggt etc tat ggc aac 57 6 

Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

190 

588 



Met Ser Ser Lys 
1 

Arg Trp He Lys 

20 

Gly Asn Gly Lys 
35 

Asp He Cys Ala 
50 



Gin Val Cys Val 
65 



Lys Glu He Ala 



Thr Ser Glu Leu 

100 

Glu Trp Gly Asp 
115 

Thr He Thr Leu 
130 



Ser Pro Ser Gin 
145 



Asp Asn Ser Gly 



Tyr Ala Val Lys 
5 

Arg His Lys His 



He Thr Leu Asp 

40 

Lys Leu Glu Ala 
55 

Glu Ala Phe Phe 
70 

Phe Pro Gin Phe 
85 

Lys Lys Trp Ala 



Ala Val Phe Asp 

120 

Asp Glu Trp Lys 
135 

Glu Asp Cys Glu 
150 

Asp Leu Asp Val 
165 



Leu Lys Thr Asp 
10 



Met Phe Asp Phe 
25 



Glu He Val Ser 



Thr Pro Glu Gin 

60 

Arg Gly Cys Gly 
75 

Leu Asp Gly Trp 
90 



Arg Asn Glu Pro 
105 



He Phe Asp Lys 



Ala Tyr Gly Lys 

140 

Ala Thr Phe Arg 
155 

Asp Glu Met Thr 
170 



Phe Asp Asn Pro 
15 

Leu Asp He Asn 
30 



Lys Ala Ser Asp 
45 

Thr Lys Arg His 



Met Glu Tyr Gly 

80 

Lys Gin. Leu Ala 
: 95 

Thr Leu He Arg 
110 

Asp Gly Ser Gly 
125 

He Ser Gly He 



His Cys Asp Leu 

160 

Arg Gin His Leu 
175 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

51 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 51 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (588) 

<223> 

<400> 51 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac agg cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gec aag etc gaa gec aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

■ 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 



aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 
Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 



4 32 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

52 

tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg aca ttt cga cat tgc gat ttg 480 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 160 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat ctt 528 
Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat ggc aac 576 
Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 1 ^ 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 52 
<211> 195 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l f obeline 
<40O> 52 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

Arg Trp He Lys- Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr. Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 HO 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
14 5 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 " 175 



588 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

53 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 53 
<2ll> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (588) 

<223> 

<400> 53 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 4 8 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
1 5 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gee aag etc gaa gec aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 



aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 4 32 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 



W ° 03/006497 PCT/FR02/02492 

54 



tct cca 


tea 


caa 


Ser Pro 


Ser 


Gin 


145 






gac aac 


ant 


yy «- 


Asp Asn 


Ser 


Gly 


gga ttc 


tgg 


tac 


Gly Phe 


Trp 


Tyr 






180 


gga gtt 


ccc 


taa 


Gly Val 


Pro 






195 





150 155 



160 



- * —it —v. r^xy XI _L o 

165 170 i 7 5 



185 . i9 0 



<210> 54 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 

<400> 54 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
1 5 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 go 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 ; 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arc? 

100 105 no 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 F leo 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His Leu 

165 170 175 



480 



528 



57 6 



588 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

55 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 55 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (588) 

<223> 

<400> 55 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 4 8 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate acc etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gee aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 24 0 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

» 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 4 32 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 



WO 03/006497 

56 



PCT/FR02/02492 



Ser trl ^ 3 Sf* 9at tgt gaa gcg aca ttfc c <3* cat tgc gat ttg 4 80 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 



155 



160 



5 E £ I?y L>: £ JK SI K ffi K S S I" s S 528 



165 170 



175 



gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat nn , 
Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro llu Ala Lp STy Tyr £J £ 



576 



185 190 



gga gtt ccc taa 

Gly Val Pro 588 
195 



<210> 56 
<211> 195 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<400> 56 

Met Ser Ser • Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 

5 10 15 

Arg Trp He Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 

40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 

55 60 

Gin Val cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 

80 



70 75 



Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu 



85 90 - 95 



Ala 



Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 



Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 

^) 



125 



Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 

135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 

155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His He 

165 170 ' 175 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

57 



Gly Phe 


Trp 


Tyr 
180 


Thr 


Leu Asp 


Pro 


Glu 
185 


Ala 


Asp 


Gly 


Leu 


Tyr 
190 

• 


Gly 


Asn 




Gly Val 


Pro 
195 






























<210> 


57 






























<211> 


588 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


1 1 obeline 










<220> 
































<221> i 


CDS 






























<222> 


(1) • 


. (588) 








• 


















<223> 
































<400> 
atg tct 
Met Ser 
1 


57 
tea 
Ser 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 
5 


gca 
Ala 


gtt 
Val 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aag 
Lys 
10 


act 
Thr 


gac 
Asp 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


aat 
Asn 
15 


cca 
Pro 


48 


cqa tgq 
Arg Trp 


ate 
lie 


aaa 
Lys 
20 


aga 
Arg 


cac 
His 


agg 
Arg 


cac 
His 


atg 
Met 
25 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


ttc 
Phe 


etc 
Leu 


gac 
Asp 
30 


ate 
He 


aat 
Asn 


96 


aaa aat 
Gly Asn 


gga 
Gly 
35 


aaa 
Lys 


ate 
He 


acc 

T 1 V» v* 
X I1X 


etc 
Leu 


gat 

rVbp 

40 


gaa 

UJ.U 


att 

Tip 


gtg 

Val 


tec 

Q £i 


aag 

T .\r c 
ljy o 

45 

• 


aca 
Ala 


tct 
Ser 


gat 
Asp 


144 


gac ata 
Asp lie 
50 


tgt 
Cys 


gec 
Ala 


aag 
Lys 


etc 
Leu 


gaa 
Glu 
55 


gee 
Ala 


aca 
Thr 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 
60 


aca 
Thr 


aaa 
Lys 


cgc 
Arg 


cat 
His 


192 


caa gtt 
Gin Val 
65 


tgt 
Cys 


gtt 
Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
70 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


aga 
Arg 


gga 
Gly 


tgt 
Cys 
75 


gga 
Gly 


atg 
Met 


gaa 
Glu 


tat 
Tyr 


ggt 

Gly 
80 


240 


aaa gaa 
Lys Glu 


att 
He 


gec 
Ala 


ttc 
Phe 
85 


cca 
Pro 


caa 
Gin 


ttc 
Phe 


etc 
Leu 


gat 
Asp 
90 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


aaa 
Lys 


caa 
Gin 


ttg 
Leu 
95 


gcg 
Ala 


288 


act tea 
Thr Ser 


gaa 
Glu 


etc 
Leu 
100 


aag 
Lys 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 


gca 
Ala 


aga 
Arg 
105 


aac 
Asn 


gaa 
Glu 


cct 
Pro 


act 
Thr 


etc 
Leu 
110 


att 
He 


cgt 
Arg 


336 


gaa tgg 
Glu Trp 


gga gat 
Gly Asp 
115 


get 
Ala 


gtc 
Val 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 
120 


att 
He 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 
125 


gga 
Gly 


agt 
Ser 


ggt 
Gly 


384 



aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 
Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 



432 



WO 03/006497 



tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala 
145 150 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp 

165 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu 

180 185 



PCT/FR02/02492 

58 

aca ttt cga cat tgc gat ttg 480 
Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
155 160 

gag atg aca aga cga cat ctt 528 
Glu Met Thr Arg Arg His Leu 
170 175 

get gat ggt etc tat ggc aac 57 6 

Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

190 

588 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 58 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 

<400> 58 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
1 5 io 15 

Arg Trp He Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 no 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His Leu 

165 170 175 
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59 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 59 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (588) 

<223> 

<400> 59 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
1 5 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac agg cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate acc etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat • 144 
Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gee aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 



aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 
Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 



432 



576 



WO 03/006497 
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60 

111 Pro Ser alt t,* 2*' ^ qC<3 *** Cga Cat *» e "g 480 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cy s Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 

150 155 leo 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat att- * 9 q 
Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp 111 Met Thr tZg Tin hIs lie 

165 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat aoc ^ 
Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu La Asp Sly Leu Tyr Ily Asn 

180 185 i9o 

gga gtt ccc taa 

Gly Val Pro 588 
195 

<210> 60 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence dSrivee par mutation de l'ob61ine 

<400> 60 



Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 

5 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 

55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 

70 75 80 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 : 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 los no 9 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
11S 120 125 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 

135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 P 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His He 

165 170 ' 175 
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Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 


61 




<211> 


588 




<212> 


DNA 




<213> 


sequence derivee 


par 


<220> 






<221> 


CDS 




<222> 


(1) . . (588) 




<223> 






<400> 


61 




atg tct 


tea aaa tac gca 


gtt 


Met Ser 


Ser Lys Tyr Ala 


Val 


1 


5 





10 15 



48 



cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 

Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 

35 40 45 

gac ata tgt gec aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 

65 70 75 80 

aaa gaa att gec ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 

115 120 * 125 



aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 432 
Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 " 14 0 
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62 

IT Sf 3 933 9at t9t gaa gcg aca fctt c< ? a cat tgc gat ttg 480 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys hp Lev! 

150 iss 160 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga cga cat att 528 
Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His He 

165 170 175 

r? 9 L tC t qg l aC aCt ttg gac cca gaa gct gat TO* c tc tat ggc aac 576 
Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



588 



<2l0> 62 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence deriv6e par mutation de l'obeline 

<400> 62 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
1 5 10 15 

Arg Trp He Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 * 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 ^ 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 ; 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Ara 

10° 105 no 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 14Q 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His He 

165 i7 0 1?5 
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Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 63 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (588) 

<223> 

<400> 63 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac agg cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate acc etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gec aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

* 

aaa gaa att gec ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 HO 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 432 
Thr He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 - 135 140 
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64 



£ S £ S K S S S H £ | S S £ S 2 

K - K SS S £ 5 Si K ffi K s 5 S S S 

170 175 



SI 2 S £ ?S S JK S E IS 55 S £ £ !S = 

185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 64 
<211> 195 
<212> PRT 



<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<400> 64 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 

10 15 
Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

25 30 
Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Glu n . ^ ^ ^ ^ ^ 

ASP lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 

60 



Gin Val cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 



70 7S 

/i5 80 



Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin. Leu Ala 

90 : 95 



Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

■X. W -^y 



110 



Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp H e Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 



125 



Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 



140 



Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 

lb0 155 



160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His He 

165 170 t-jc 



480 



528 



576 



588 



175 
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Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 65 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 65 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 

1 '5 .10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac agg cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac ggg atg gtc tac 14 4 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Gly Met Val Tyr 
35 40 45 



aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 



gat caa aat gga gee att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac acc aaa 
Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 



192 



gee aaa cga cac aaa gat get gta gaa gee ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 



432 
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66 



111 lit rf r^ C tCa tCa 933 gat tgc 9 aa aca "c aga 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 

145 150 155 16 ? 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 * 



480 



528 



aga caa cat tta gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tac aaa aaa S7fi 
Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Me? Asp Pro 111 Cys I" LyI 

180 185 i9 0 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 66 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 66 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 3 0 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Gly Met Val Tvr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 6 o 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 

70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 

135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 • iso 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 ' 175 
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Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 1.90 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 67 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence d6riv£e par mutation de l'aequorine 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 67 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gcc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Ala lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gcc aaa cga cac aaa gat get gta gaa gcc ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 



aaa aaa ttg get act gat 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp 

100 

acg etc ate cgt ata tgg 
Thr Leu lie Arg lie Trp 
115 

gat caa aat gga gcc att 
Asp Gin Asn Gly Ala lie 
130 



gaa ttg gag aaa tac gcc 
Glu Leu Glu Lys Tyr Ala 
105 

ggt gat get ttg ttt gat 
Gly Asp Ala Leu Phe Asp 
120 

aca ctg gat gaa tgg aaa 
Thr Leu Asp Glu Trp Lys 
135 140 



aaa aac gaa cca 336 
Lys Asn Glu Pro 
110 

ate gtt gac aaa 384 

lie Val Asp Lys 

125 

gca tac acc aaa 4 32 

Ala Tyr Thr Lys 
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68 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 4 80 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 528 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 " 175 



aga cga cat tta gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 
Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 68 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence cterivee par mutation de l'aequorine 
<400> 68 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Ala lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Glv 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu «31y Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
H5 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
I 30 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 ~ 175 



576 



600 
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69 



Arg Arg 


His 


Leu Gly 
180 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 
185 


Met 


Asp 


Pro 


Ala 


Cys 
190 


Glu 


Lys 




Leu Tvr 


Glv 
195 


Gly Ala 


Val 


Pro 




















■ 


<210> 


69 


























- 




<?1 1 > 


600 






























✓ oi o> 


DNA 






























✓ OI T-s 

*N ^ J. «J ✓ 


sequence 


derivee 


pal 


mutation de 


1 1 aequorine 










c. U ✓ 






















- 










<221> 
































<222> 


(1) • 


. (597) 




















* 






<223> 
































<400> 

Met Leu 
1 


69 
tat 
i yr 


gat 
Asp 


gtt 
Val 
5 


cct 


yaL 

Asp 


tat get 
Tyr Ala 


age 
10 


etc 


aaa 

T.V7 *5 


ctt 


a a 

Thr 


LL.Q 

Ser 
15 


ydL. 

Asp 


4 R 


LLC ydC 

Phe Asp 


aac 


cca 
Pro 
20 


aga 
Arg 


tgg 


-3 ■♦- -J- 

He 


gga cga 
Gly Arg 
25 


cac 
His 


aag 
Lvs 


cat 
His 


atg 
Met 


Phe 
30 


-s -a +- 

a. a i_ 

Asn 


•hi- r- 

Phe 




Cll yat 

Leu Asp 


gtc 
Val 
35 


aac 
Asn 


cac 
His 


aat 
Asn 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 
40 


ate 
He 


tct 
Ser 


Ctt 

Leu 


gac 
Asp 


gag 
Glu 
45 


a 4- v^r 

a iy 

Met 


y 

Val 


f ap 
LaL. 

Tyr 


144 

X *z 1 


day yea 

Lys Ala 
50 


tct 
Ser 


gat 
Asp 


att 
He 


gtc 
Val 


a 4- 

He 
55 


aat 
Asn 


aac 
Asn 


ctt 
Leu 


gga 
Gly 


gca 
Ala 
60 


aca 
Thr 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


pa a 
v — a d 

Gin 




yL>L> aaa 

Ala Lys 
65 


cga 
Arg 


cac 
His 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 
70 


Ala 


gta 
Val 


gaa 
Glu 


gcc 
Ala 


ttc 
Phe 
75 


ttc 
Phe 


gga 
Gly 


gga get 
Gly Ala 

• 


rrrj a 

Gly 
80 


240 


a lu aaa 

Met Lys 


tat 
Tyr 


ggt 
Gly 


gtg 
Val 
85 


gaa 
Glu 


act 
Thr 


gat 
Asp 


tgg 
Trp 


cct 
Pro 
90 


gca 
Ala 


tat 
Tyr 


att 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 
95 


t cro 
Trp 


288 

«-x 


ucia o o & 

Lys Lys 


ttg 
Leu 


get 
Ala 
100 


act 
Thr 


gat 

Asp 


aaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gag 
Glu 
105 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 


gcc 
Ala 


aaa 
Lys 


aac 
Asn 
110 


gaa 
Glu 


cca 
Pro 


336 


acg etc 
Thr Leu 


ate 
lie 
115 


cgt 
Arg 


ata 
He 


tgg 
Trp 


ggt 
Gly 


gat 
Asp 
120 


get 
Ala 


ttg 
Leu 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


ate 
He 
125 


gtt 
Val 


ggc 
Gly 


aaa 
Lys 


384 


gat caa 
Asp Gin 
130 


aat 
Asn 


gga 
Gly 


gcc 
Ala 


att 
He 


aca 
Thr 
135 


ctg 
Leu 


gat 
Asp 


gaa 

Glu 


tgg 
Trp 


aaa 
Lys 
140 


gca 
Ala 


tac 
Tyr 


acc 
Thr 


aaa 
Lys 


432 
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70 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 
Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 16Q 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga caa cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 
Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 70 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<400> 70 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 7 ° 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu ; Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Gly Lys 
H5 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lvs 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 



480 



528 



576 



600 



WO 03/006497 



71 



PCT/FR02/02492 



Arg Gin His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 71 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de 1 1 aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 71 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp He Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gec aaa cga cac aaa gat get gta gaa gec ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 



atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp 

85 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu 

100 105 



cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 
90 95 

aaa tac gec aaa aac gaa cca 336 
Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

110 



acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 

gat caa aat gga gec att aca ctg gat gga tgg aaa gca tac ace aaa 432 
Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Gly Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 
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72 



get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 
Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 i 6 o 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga caa cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 
Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 72 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 72 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 7 0 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
H5 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Gly Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
I 30 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 



480 



528 



576 



600 



WO 03/006497 



73 
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Arg Gin His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 73 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(597) 

<223> 

<400> 73 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 4 8 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 14 4 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gec aaa cga cac aaa gat get gta gaa gec ttc ttc gga gga get gga 24 0 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gec aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 



acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 
Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
115 120 125 



384 



gat caa aat gga gee att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac ace aaa 432 
Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 ~ 135 140 
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get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca tec aga 4 80 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Ser Arg 
145 150 155 160 

gtg tgc gat att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 528 
Val Cys Asp He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

■ 

aga caa cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 57 6 

Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 600 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 74 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 74 



Met Leu Tyr Asp 
1 

Phe Asp Asn Pro 

20 

Leu Asp Val Asn 
35 

Lys Ala Ser Asp 
50 

Ala Lys Arg His 
65 

Met Lys Tyr Gly 



Lys Lys Leu Ala 

100 

Thr Leu He Arg 
115 

Asp Gin Asn Gly 
130 

Ala Ala Gly He 
145 



Val Pro Asp Tyr 
5 

Arg Trp He Gly 



His Asn Gly Lys 

40 

He Val He Asn 
55 

Lys Asp Ala Val 
70 

Val Glu Thr Asp 
85 

Thr Asp Glu Leu 



He Trp Gly Asp 

120 

Ala He Thr Leu 
135 

He Gin Ser Ser 
150 



Ala Ser Leu Lys 
10 

Arg His Lys His 
25 

lie Ser Leu Asp 



Asn Leu Gly Ala 

60 

Glu Ala Phe Phe 
75 

Trp Pro Ala Tyr 
90 

Glu Lys Tyr Ala 
105 

Ala Leu Phe Asp 



Asp Glu Trp Lys 

140 

Glu Asp Cys Glu 
155 



Leu Thr Ser Asp 
15 

Met Phe Asn Phe 
30 

Glu Met Val Tyr 
45 

Thr Pro Glu Gin 



Gly Gly Ala Gly 

80 

lie Glu 'Gly Trp 
95 

Lys Asn Glu Pro 
110 

lie Val Asp Lys 
125 

Ala Tyr Thr Lys 



Glu Thr Ser Arg 

160 



Val Cys Asp lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 
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Arg Gin His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 75 
<211> 600 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de I'aequorine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (597) 

<223> 

<400> 75 

atg ctt tat gat gtt cct gat tat get age etc aaa ctt aca tea gac 48 
Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

ttc gac aac cca aga tgg att gga cga cac aag cat atg ttc aat ttc 96 
Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

ctt gat gtc aac cac aat gga aaa ate tct ctt gac gag atg gtc tac 144 
Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

aag gca tct gat att gtc ate aat aac ctt gga gca aca cct gag caa 192 
Lys Ala Ser Asp lie Val lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

gee aaa cga cac aaa gat get gta gaa gec ttc ttc gga gga get gga 240 
Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

atg aaa tat ggt gtg gaa act gat tgg cct gca tat att gaa gga tgg 288 
Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

aaa aaa ttg get act gat gaa ttg gag aaa tac gee aaa aac gaa cca 336 
Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

acg etc ate cgt ata tgg ggt gat get ttg ttt gat ate gtt gac aaa 384 
Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Asp Lys 
115 120 125 

gat caa aat gga gec att aca ctg gat gaa tgg aaa gca tac acc aaa 432 
Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 ' 135 140 
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76 

get get ggt ate ate caa tea tea gaa gat tgc gag gaa aca ttc aga 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arq 

145 150 155 160 

gtg tgc ggt att gat gaa agt gga caa etc gat gtt gat gag atg aca 
Val Cys Gly He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

aga caa cat ata gga ttt tgg tac acc atg gat cct get tgc gaa aag 
Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

etc tac ggt gga get gtc ccc taa 
Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 76 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 

<400> 76 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Glu Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Val He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
5° 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 7 ° 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu /Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Asp Lys 
H5 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly lie lie Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Phe Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Gly He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 ~ 175 



480 



528 



576 



600 
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Arg Gin His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 77 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{594) 

<223> 

<400> 77 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 4 8 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gga ate gtc tec aaa 144 
Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Gly lie Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag ace 192 
Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 24 0 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 
65 70 75 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 
Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 
Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 
Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp 
115 * 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 432 
Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 140 
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tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gee gaa aag ace ttc aaa cat 
Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr PJie Lys His 
145 150 155 160 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

caa cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 
Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 78 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 

<400> 78 



480 



528 



576 



597 



Met Ala Asp Thr 
1 

Asp Asn Pro Lys 

20 

Asp He Asn Gly 
35 

Ala Ser Asp Asp 
50 

Lys Arg His Gin 
65 

Asp Tyr Gly Lys 



Glu Leu Ala Asn 

100 

Leu He Arg Asp 
115 

Gly Ser Gly Ser 
130 



Ser Gly He Cys 
145 



Cys Asp Leu Asp 



Ala Ser Lys Tyr 
5 

Trp Val Asn Arg 



Asp Gly Lys He 

40 

He Cys Ala Lys 
55 

Asp Ala Val Glu 
70 

Glu Val Glu Phe 
85 

Tyr Asp Leu Lys 



Trp Gly Glu Ala 

120 

He Ser Leu Asp 
135 

Ser Ser Asp Glu 
150 

Asn Ser Gly Lys 
165 



Ala Val Lys Leu 
10 

His Lys Phe Met 
25 

Thr Leu Asp Gly 



Leu Gly Ala Thr 

60 

Ala Phe Phe Lys 
75 

Pro Ala Phe Val 
90 

Leu Trp Ser Gin 
105 

Val Phe Asp He 



Glu Trp Lys Ala 

140 

Asp Ala Glu Lys 
155 

Leu Asp Val Asp 
170 



Arg Pro Asn Phe 
15 

Phe Asn Phe Leu 
30 



He Val Ser Lys 
45 

Pro Glu Gin Thr 



Lys He Gly Met 

80 

Asp Gly .Trp Lys 
95 

Asn Lys Lys Ser 
110 

Phe Asp Lys Asp 
125 

Tyr Gly Arg He 



Thr Phe Lys His 

160 

Glu Met Thr Arg 
175 
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Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 79 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (594) 

<223> 

<400> 79 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 48 
Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 144 
Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 
Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 



aaa cgt cac 
Lys Arg His 
65 

gat tat ggt 
Asp Tyr Gly 



gaa ctg gee 
Glu Leu Ala 



ttg ate cgc 
Leu lie Arg 
115 

gga agt ggc 
Gly Ser Gly 
130 



cag gat get 
Gin Asp Ala 
70 

aaa gaa gtc 
Lys Glu Val 
85 

aat tat gac 
Asn Tyr Asp 
100 

gac tgg gga 
Asp Trp Gly 



tea ate agt 
Ser lie Ser 



gtc gaa get 
Val Glu Ala 



gaa ttc cca 
Glu Phe Pro 



ttg aaa ctt 
Leu Lys Leu 
105 

gaa get gtt 
Glu Ala Val 
120 

ttg gac gaa 
Leu Asp Glu 
135 



ttc ttc aaa 
Phe Phe Lys 
75 

get ttt gtt 
Ala Phe Val 
90 

tgg tct caa 
Trp Ser Gin 



ttc gac att 
Phe Asp lie 



tgg aag get 
Trp Lys Ala 
140 



aag att ggt 
Lys lie Gly 



gat gga tgg 
Asp Gly Trp 
95 

aac aag aaa 
Asn Lys Lys 
110 

ttt ggc aaa 
Phe Gly Lys 
125 

tat gga cga 
Tyr Gly Arg 



atg 240 

Met 

80 

aaa . 288 
Lys 

tct 336 
Ser 



gac 384 
Asp 



ate 432 
He 
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tct gga ate 
Ser Gly lie 
145 

tgc gat ttg 
Cys Asp Leu 



caa cat ttg 
Gin His Leu 



tac ggc aat 
Tyr Gly Asn 
195 



tgc tea tea 
Cys Ser Ser 
150 

gac aac agt 
Asp Asn Ser 
165 

gga ttc tgg 
Gly Phe Trp 
180 

ttt gtt cct 
Phe Val Pro 



gac gaa gac 
Asp Glu Asp 



ggc aaa ctt 
Gly Lys Leu 



tac acc ttg 
Tyr Thr Leu 
185 

taa 



gec gaa aag 
Ala Glu Lys 
155 

gat gtt gat 
Asp Val Asp 
170 

gac ccc aac 
Asp Pro Asn 



acc ttc aaa 
Thr Phe Lys 



gag atg acc 
Glu Met Thr 
175 

get gat ggt 
Ala Asp Gly 
190 



cat 480 

His 

160 

aga 528 
Arg 



ctt 576 
Leu 



597 



<210> 80 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<400> 80 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly 



Met 

7 5 80 



Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly ;Trp Lys 

85 90 '95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Gly Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 I 50 155 i 6 o 

Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 



WO 03/006497 



81 



PCT/FR02/02492 



Gin His 


Leu 


Gly 
i ftn 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu Asp 
185 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp 


Gly Leu 


Tyr bxy 


195 


irne 


vai 


o v 






















<21U> 


81 


















■ 










<211> 


597 




























<212> 


DNA 




























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la • 


clytine 








<220> 






























<221> 


one 




























<222> 


(1) • 


. (594) 




















• 




<223> 






























<400> 
atg get 
Met Ala 
1 


81 
gac 


act 
Thr 


gca 
Ala 
5 


tea 

Oar 
OCX 


aaa 
Lys 


tac 
iyr 


gee 
Ala 


gtc 
Val 
10 


aaa 
Lys 


etc 

T .a 1 1 


aga 

ZX y rt 


ccc 
Pro 


aac 
Asn 
15 


ttc 
Phe 


gac aac 
Asp Asn 


cca 

Pro 


aaa 
Lys 
20 


tgg 
Trp 


gtc 
Val 


aac 
Asn 


aga 

Aircr 


cac 
His 
25 


aaa 
Lys 


ttt 
Phe 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 
30 


ttt 
Phe 


ttg 
Leu 


gac att 
Asp lie 


aac 
Asn 
35 


ggc 
Gly 


gac 
Asp 


gga 
Glv 


aaa 
Lys 


ate 
He 
40 


act 
Thr 


ttg 
Leu 


gat 
Asp 


gaa 
Glu 


ate 
He 
45 


gtc 
Val' 


tec 
Ser 


aaa 
Lys 


get teg 
Ala Ser 
50 


gat 
Asp 


gac 
Asp 


att 
He 


tgc 
Cys 


gee 
Ala 
55 


aaa 
Lys 


ctt gga gca 
Leu Gly Ala 


aca 
Thr 
60 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


cag 
Gin 


ace 
Thr 


aaa cgt 
Lys Arg 
65 


cac 
His 


cag 
Gin 


gat 
Asp 


get 
Ala 
70 


gtc 
Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 
75 


aaa 
Lys 


aag 
Lys 


att 
He 


ggt atg 
Gly Met 
80 


gat tat 
Asp Tyr 


ggt 
Gly 


aaa 
Lys 


gaa 
Glu 
85 


gtc 
Val 


gaa 
Glu 


ttc 
Phe 


cca 
Pro 


get 
Ala 
90 


ttt 
Phe 


gtt 
Val 


gat 
Asp 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 
95 


aaa 
Lys 


gaa ctg 
Glu Leu 


gec 
Ala 


aat 
Asn 
100 


tat 
Tyr 


gac 
Asp 


ttg 
Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 
105 


tgg 
Trp 


tct 
Ser 


caa 
Gin 


aac 
Asn 


aag 
Lys 
110 


aaa 
Lys 


tct 
Ser 


ttg ate 
Leu lie 


cgc 
Arg 
115 


gac 
Asp 


tgg 
Trp 


gga 
Gly 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
120 


gtt 
Val 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


att 
He 


ttt 
Phe 
125 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


gac 
Asp 


gga agt 
Gly Ser 
130 


ggc tea 
Gly Ser 


ate 
He 


agt 
Ser 


ttg gac 
Leu Asp 
135 


gga tgg 
Gly Trp 


aag 
Lys 


get 
Ala 
140 


tat 
Tyr 


gga cga 
Gly Arg 


ate 
He 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



WO 03/006497 



82 



PCT/FR02/02492 



tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gee gaa aag acc ttc aaa cat 
Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 " ' 160 



480 



tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 528 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

caa cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 576 
Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 



tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 82 
<211> 198 
<212> PRT 



<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<400> 82 

Met. Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 io 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly. Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Gly Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 i4 0 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
I 45 150 155 160 

Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 



597 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

83 

Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 1.90 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 83 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(594) 

<223> 

<400> 83 

atg get gac act gca tea aaa tac gec gtc aaa etc aga ccc aac ttc 48 
Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

gac aac cca aaa tgg gtc aac aga cac aaa ttt atg ttc aac ttt ttg 96 
Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

gac att aac ggc gac gga aaa ate act ttg gat gaa ate gtc tec aaa 144 
Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 

get teg gat gac att tgc gee aaa ctt gga gca aca cca gaa cag acc 192 
Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

aaa cgt cac cag gat get gtc gaa get ttc ttc aaa aag att ggt atg 240 
Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 t 80 

gat tat ggt aaa gaa gtc gaa ttc cca get ttt gtt gat gga tgg aaa 288 
Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

gaa ctg gee aat tat gac ttg aaa ctt tgg tct caa aac aag aaa tct 336 
Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

ttg ate cgc gac tgg gga gaa get gtt ttc gac att ttt gac aaa gac 384 
Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 



gga agt ggc tea ate agt ttg gac gaa tgg aag get tat gga cga ate 
Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 



432 



WO 03/006497 

PCT/FR02/02492 

84 



111 r? 3 o 9C l° a tCa gac gaa gac gcc qaa aa 9 acc tec aaa cat 

Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Ser Lys His 

145 150 155 i 60 

tgc gat ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 
Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arq 

165 170 i 75 



480 



528 



caa cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 576 
Gin HlS Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Sy Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 9 
195 

<210> 84 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
. <400> 84 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 

5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 40 45 y 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
b0 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 

70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly -Trp Lys 

85 go 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

ioo 105 no 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 i 4 o 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Ser Lys His 
" 150 155 160 

Cys Asp Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 
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85 



Gin His 


Leu 


Gly 
180 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu Asp 
185 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp Gly Leu 
190 




T\7T" f^l U 

x yx. uxy 


AD 1 1 

195 


Ph p 
rue 


Val 


Pro 


























85 






























/Oils 


597 






























<212> 


DNA 






























<21o> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la 


clytine 










<2<£U> 
































<221> 


CDS 

w LS »J 






























<222> 


(1) • 


. (594) 




















■ 






<223> 
































<400> 
atg get 
Met Ala 
1 


85 
gac 
Asd 


act 
Thr 


gca 
Ala 
5 


tea 
Ser 

ft**/ >w» -A- 


aaa 
Lys 


tac 
Tvr 


gee 
Ala 


gtc 
Val 
10 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aga 
Arc 


ccc 
Pro 


aac 
Asn 
15 


ttc 
Phe 


A O 

4 O 


gac aac 
Asp Asn 


cca 
Pro 


aaa 
Lys 
20 


tgg 
Trp 


gtc 
Val 


aac 
Asn 


aga 
Arg 


cac 
His 
25 


aaa 
Lys 


ttt 
Phe 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 
30 


ttt 
Phe 


ttg 
Leu 


y b 


gac att 
Asp lie 


aac 
Asn 
35 


ggc 
Gly 


gac 
Asp 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 


ate 
He 
40 


act 
Thr 


ttg gat 
Leu Asp 


gaa 
Glu 


ate 
He 
45 


gtc 
Val 


tec 
Ser 


aaa 
Lys 


1 A A 

144 


get teg 
Ala Ser 
50 


gat 
Asp 


gac 
Asp 


att 
He 


tgc 
Cys 


gee 
Ala 
55 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 


aca 
Thr 
60 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


cag 
Gin 


ace 
Thr 


l y z 


aaa cgn 
Lys Arg 
65 


cac 
His 


cag 
Gin 


gat 
Asp 


get 
Ala 

70- 


gtc 
Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 
75 


aaa 
Lys 


aag 
Lys 


att 
He 


ggt 
Gly 

* 


atg 
Met 
80 


o a n 
z *i u 


gat Cat 
Asp Tyr 


ggt 
Gly 


aaa 
Lys 


gaa 
Glu 
85 


gtc 
Val 


y a a 

Glu 


ttc 
Phe 


cca 
Pro 


get 
Ala 
90 


ttt 
Phe 


gtt 
Val 


gat 
Asp 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 
95 


aaa 
Lys 


opp 

too 


Glu Leu 


gee 
Ala 


aat 
Asn 
100 


tat 
Tyr 


gac 
Asp 


+- +- rr 

Leu 


aaa 
Lys 


ctt 
Leu 
105 


tgg 
Trp 


tct 
Ser 


caa 
Gin 


aac 
Asn 


aag 
Lys 
110 


aaa 
Lys 


tct 

JCl 


J JO 


ttg ate 
Leu lie 


cgc 
Arg 
115 


gac 
Asp 


tgg 
Trp 


gga 
Gly 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
120 


gtt 

Val 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


att 
He 


ttt 
Phe 
125 


gac 
Asp 


aaa 
Lys 


gac 
Asp 


384 


gga agt 
Gly Ser 
130 


ggc 
Gly 


tea 
Ser 


ate 
He 


agt 
Ser 


ttg 
Leu 
135 


gac 
Asp 


gaa 
Glu 


tgg 
Trp 


aag 
Lys 


get 
Ala 
140 


tat 
Tyr 


gga cga 
Gly Arg 


ate 
He 


432 
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86 



PCT/FR02/02492 



tct gga ate tgc tea tea gac gaa gac gee gaa aag ace ttc aaa cat 
Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 * i 60 

tgc ggt ttg gac aac agt ggc aaa ctt gat gtt gat gag atg acc aga 
Cys Gly Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

caa cat ttg gga ttc tgg tac acc ttg gac ccc aac get gat ggt ctt 
Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

tac ggc aat ttt gtt cct taa 
Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 86 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> seguence derivee par mutation de la clytine 

<400> 86 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Glu He Val Ser Lys 
35 .40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly -Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Asp Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His 
145 150 155 160 

Cys Gly Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 ' 175 



480 



528 



576 



597 
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87 



Gin His 


Leu Gly 
180 


Phe 


Trp 


Tyr 


Thr 


Leu 
185 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Asp 
190 


Gly 


Leu 




Tyr Gly Asn 
195 


Phe 


Val 


Pro 


























87 


















■ 








• 




<Z 1 1> 


597 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


la mitrocomine 








<220> 
































<221> 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (594) 


























<223> 
































<400> 
atg tea 
Met Ser 
1 


87 
atg 
Met 


ggc 
Gly 


age 
Ser 
5 


aga 
Arg 


taC 

Tyr 


gca 
Ala 


gtc 
Val 


aag 
Lys 
10 


ctt 
Leu 


acg 
Thr 


act 
Thr 


gac 
Asp 


4-4-4- 

Phe 
15 


gat 
Asp 


A Q 
H O 


aat cca 
Asn Pro 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 
20 


att 
lie 


get 
Ala 


Arg 


cac 
His 


aag 
Lys 
25 


cac 
His 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 


ttc 
Phe 
30 


Cll 

Leu 


gac 
Asp 


Q£ 
"O 


ate aat 
lie Asn 


tea 
Ser 
35 


aat 
Asn 


ggc 
Gly 


caa 
Gin 


— \ 4— 

atC 

lie 


aat 
Asn 
40 


ctg 
Leu 


aat 
Asn 


gga atg 
Gly Met 


gtc 
Val 
45 


cat 
His 


aag 
Lys 


j~X VI -4— 

get 
Ala 


1 A A 
XHH 


tea aac 
Ser Asn 


att 
lie 


ate 
lie 


tgc 
Cys 


aag 
Lys 


2 Si iT 

day 

Lys 
55 


ctt 
Leu 


gga gca 
Gly Ala 


aca 
Thr 


gaa 
Glu 
60 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 


acc 
Thr 


aaa 
Lys 


1 QO 


cgt cat 
Arg His 
65 


eaa 
Gin 


aag 
Lys 


tgt 
Cys 


gtc 
Val 
70 


y aa 

Glu 


gac 
Asp 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


ggg 

Gly 
75 


gga get 
Gly Ala 


ggt 
Gly 


-h t- n 

l. tg 

Leu 

• 


goo 
Glu 
80 


o/n 


tat gac 
Tyr Asp 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


ace 
Thr 
85 


aca 
Thr 


Trp 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


tac 
Tyr 
90 


ate 
lie 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


a =j O 
a a y 

Lys 
95 


ay y 

Arg 


288 

u u 


ttg get 
Leu Ala 


aag 
Lys 


act 
Thr 
100 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gaa 
Glu 


agg 
Arg 


cat 
His 
105 


tea 
Ser 


aag 
Lys 


aat 
Asn 


caa 
Gin 


gtc 
val 
110 


aca 
Thr 


ttg 
Leu 


336 


ate cga 
lie Arg 


tta 
Leu 
115 


tgg 
Trp 


ggt 
Gly 


gat 
Asp 


get 
Ala 


ttg 
Leu 
120 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


ate 
lie 


att 
He 


gac 
Asp 
125 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


aga 
Arg 


384 



aat gga teg gtt 
Asn Gly Ser Val 
130 



teg tta gac gaa tgg ate cag tac act 
Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr 
135 140 



cat tgt get 
His Cys Ala 



432 



WO 03/006497 



ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc 
Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys 
145 150 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp 

165 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp 

180 185 



PCT/FR02/02492 

88 

gaa get aca ttt gca cat tgc 4 80 

Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

155 160 

* 

gtg gac gaa atg aca aga caa 528 

Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 
170 175 • 

cca act tgt gaa gga etc tac 576 

Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

190 

597 



ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 88 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 88 



Met Ser Met Gly 
1 

Asn Pro Lys Trp 

20 

He Asn Ser Asn 
35 

Ser Asn He He 
50 

Arg His Gin Lys 
65 

Tyr Asp Lys Asp 



Leu Ala Lys Thr 

100 

He Arg Leu Trp 
115 

Asn Gly Ser Val 
130 



Gly He Gin Gin 
145 

Asp Leu Asp Gly 



Ser Arg Tyr Ala 
5 

He Ala Arg His 



Gly Gin He Asn 

40 

Cys Lys Lys Leu 
55 

Cys Val Glu Asp 
70 

Thr Thr Trp Pro 
85 

Glu Leu Glu Arg 



Gly Asp Ala Leu 

120 

Ser Leu Asp Glu 
135 

Ser Arg Gly Gin 
150 

Asp Gly Lys Leu 
165 



Val Lys Leu Thr 
10 



Lys His Met Phe 
25 

Leu Asn Gly Met 



Gly Ala Thr Glu 

60 

Phe Phe Gly Gly 
75 

Glu Tyr He Glu 
90 

His Ser Lys Asn 
105 

Phe Asp He He 



Trp He Gin Tyr 

140 

Cys Glu Ala Thr 
155 

Asp Val Asp Glu 
170 



Thr Asp Phe Asp 
15 

Asn Phe Leu Asp 
30 

Val His Lys Ala 
45 

Glu Gin Thr Lys 



Ala Gly Leu Glu 

80 

Gly Trp ;Lys Arg 
95 

Gin Val Thr Leu 
110 

Asp Lys Asp Arg 
125 

Thr His Cys Ala 



Phe Ala His Cys 

160 

Met Thr Arg Gin 
175 



WO 03/006497 PCT/FR02/02492 

89 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 89 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (594) 

<223> 

<400> 89 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 4 8 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa acc aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 24 0 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 .80 

tat gac aaa gat acc aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att ggc aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Gly Lys Asp Arg 
115 120 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 432 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thf His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 
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90 



ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc gaa get aca ttt gca cat tgc 
Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cvs 
145 "0 155 160 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga caa 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 . 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tvr 

180 i 8 5 19Q 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 90 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 90 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lvs 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 so 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp . Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Gly Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 14Q 

Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cvs 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 



480 



528 



576 



597 
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91 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 91 
<211> 597 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . , (594) 

<223> 

<400> 91 

atg tea atg ggc age aga tac gca gtc aag ctt acg act gac ttt gat 48 
Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 14 4 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 240 
Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

tat gac aaa gat acc aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 



aat gga teg gtt teg tta gac gga tgg ate cag tac act cat tgt get 4 32 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Gly Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 
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92 



ggc 
Gly 
145 


ate caa 
He Gin 


cag 
Gin 


tea 
Ser 


cert 

WSJ l«» 

Arg 
150 


yyy 

Gly 


da. 

Gin 


ugc gaa 
Cys Glu 


get 
Ala 
155 


aca 
Thr 


j 1 1 

ttt 
Phe 


gca 
Ala 

* 


cat 
His 


tgc 
Cys 
160 


480 


qat 
Asp 


tta aat 
Leu Asp 


ggt gac 
Gly Asp 
165 


yy t 
Gly 


Lys 


Leu 


gat gtg 
Asp Val 
170 

• 


gac 
Asp 


gaa 
Glu 


atg 
Met 


aca 
Thr 


aga 
Arg 
175 


caa 
Gin 


528 


cat 
His 


ttg gga 
Leu Gly 


ttt 
Phe 
180 


tgg 
Trp 


tat 
Tyr 


teg 
Ser 


gtc 
Val 


gac cca 
Asp Pro 
185 


act 
Thr 


tgt 
Cys 


gaa 
Glu 


gga etc tac 
Gly Leu Tyr 
190 


576 


ggt 
Gly 


ggt get 
Gly Ala 
195 


gta 
Val 


cct 
Pro 


tat 
Tyr 


taa 


















597 



<210> 92 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<4 00> 92 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 

5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 H 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lvs 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 ; 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Aro 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Gly Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cvs 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 
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93 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 


93 


<211> 


597 


<212> 


DMA 


<213> 


sequence derivee 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (594) 


<223> 




<400> 


93 


atg tea 


atg ggc age aga 


Met Ser 


Met Gly Ser Arg 


1 


5 



10 15 



48 



aat cca aaa tgg att get cga cac aag cac atg ttc aac ttc ctt gac 96 
Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

ate aat tea aat ggc caa ate aat ctg aat gaa atg gtc cat aag get 144 
He Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

tea aac att ate tgc aag aag ctt gga gca aca gaa gaa caa ace aaa 192 
Ser Asn lie He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

cgt cat caa aag tgt gtc gaa gac ttc ttt ggg gga get ggt ttg gaa 240 
Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 } 80 

tat gac aaa gat ace aca tgg cct gag tac ate gaa gga tgg aag agg 288 
Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

ttg get aag act gaa ttg gaa agg cat tea aag aat caa gtc aca ttg 336 
Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

ate cga tta tgg ggt gat get ttg ttc gac ate att gac aaa gat aga 384 
He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Arg 
115 120 125 

aat gga teg gtt teg tta gac gaa tgg ate cag tac act cat tgt get 432 
Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



WO 03/006497 



ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc 
Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys 
145 150 

gat tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat 
Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp 

165 

cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac 
His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp 

180 185 

ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



PCT/FR02/02492 

94 

gaa get aca tec gca cat tgc 480 
Glu Ala Thr Ser Ala His Cys 
155 160 

gtg gac gaa atg aca aga caa 528 
Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 
170 175 

cca act tgt gaa gga. etc tac 57 6 

Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

190 

597 



<210> 94 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 94 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin He Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 so 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 :gs 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Aro 
H5 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Ser Ala His Cys 
145 150 155 160 

Asp Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 
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95 



His Leu Gly 


Phe 
180 


Trp 


Tyr 


Ser 


Val 


Asp 
185 


Pro 


Thr 


Cys 


Glu 


Gly Leu 
190 

4 


Tyr 




Gly Gly Ala Val 
195 


Pro 


Tyr 
























<210> 


95 


























• 




x x 


597 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


oar 


mutation de 


la mitrocomine 








<220> 
































<221> 


CDS 






























<222> 


(1) . 


. (594) 




















• 






<223> 
































<400> 
atg tea 
Met Ser 

J. 


95 
atg 
Met 


ggc 
Gly 


• 

age 
Ser 
5 


aga 
Arg 


tac 
Tyr 


gca 
Ala 


gtc 
Val 


aag 
Lys 
10 


ctt 
Leu 


acg 
Thr 


act 
Thr 


gac 
Asp 


ttt 
Phe 
15 


\J wl l» 

Asp 


48 


aat cca 
Asn Pro 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 
20 


att 
lie 


get 
Ala 


caa. 

*—* 

Arg 


cac 
His 


aag 
Lys 
25 


cac 
His 


atg 
Met 


ttc 
Phe 


aac 
Asn 


ttc 
Phe 
30 


ctt 
Leu 


aac 
Asp 


96 


ate aat 
lie Asn 


tea 
Ser 
35 


aat 
Asn 


ggc 
Gly 


caa 
Gin 


af r 

lie 


aat 
Asn 
40 


ctg 
Leu 


aat 
Asn 


gaa 
Glu 


atg 
Met 


gtc 
Val 
45 


cat 
His 


aag 
Lys 


act 
Ala 


144 


tea aac 
Ser Asn 
50 


att 
x xe 


ate 
lie 


tgc 
Cys 


aag 
Lys 


aaa 
Lys 
55 


ctt 

T i 
JjcU 


gga gca 
Gly Ala 


aca 

1 1 1 X 


gaa 
60 


gaa 

oxu 


caa 
Gin 


acc 
Thr 


aaa 
Lys 


192 


cgt cat 
Arg His 
65 


caa 
Gin 


aag 
Lys 


tgt 
Cys 


gtc 
Val 
70 


gaa 
Glu 


gac 
Asp 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


ggg 

Gly 
75 


gga 
Gly 


get 
Ala 


ggt ttg 
Gly Leu 

0 
i 


aaa 
Glu 
80 


240 


tat gac 
Tyr Asp 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


acc 
Thr 
85 


aca 
Thr 


tqa 
Trp 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


tac 
Tyr 
90 


ate 
He 


gaa 
Glu 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


aag 
Lys 
95 


aqg 
Arg 


288 


ttg get 
Leu Ala 


aag 
Lys 


act 
Thr 
100 


gaa 
Glu 


ttg 
Leu 


gaa 
Glu 


agg 
Arg 


cat 
His 
105 


tea 
Ser 


aag 
Lys 


aat 
Asn 


caa 
Gin 


gtc 
Val 
110 


aca 
Thr 


ttg 
Leu 


336 


ate cga 
lie Arg 


tta 
Leu 
115 


tgg 
Trp 


ggt gat 
Gly Asp 


get 
Ala 


ttg 
Leu 
120 


ttc 
Phe 


gac 
Asp 


ate 
He 


att 
He 


gac 
Asp 
125 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 


aga 
Arg 


384 


aat gga 
Asn Gly 
130 


teg 
Ser 


gtt 
Val 


teg 
Ser 


tta 
Leu 


gac 
Asp 
135 


gaa 
Glu 


tgg 
Trp 


ate 
He 


cag 
Gin 


tac 
Tyr 
140 


act 
Thr 


cat 
His 


tgt 
Cys 


get 
Ala 


432 
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96 

ggc ate caa cag tea cgt ggg caa tgc gaa get aca ttt gca cat tgc 480 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 

145 150 155 * 160 



ggt tta gat ggt gac ggt aaa ctt gat gtg gac gaa atg aca aga caa 
Gly Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 



ggt ggt get gta cct tat taa 
Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 96 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 

<400> 96 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
1 5 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

He Asn Ser Asn Gly Gin Tie Asn Leu Asn Glu Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 -95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 no 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Asp Lys Asp Ara 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Glu Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Phe Ala His Cys 
) I 45 150 155 160 

Gly Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 



528 



cat ttg gga ttt tgg tat teg gtc gac cca act tgt gaa gga etc tac 57 6 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 



597 
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97 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 97 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (585) 

<223> 

<400> 97 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn- Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate acc etc gat gga att gtg tec aag gca tct gat 14 4 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Gly lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gec aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 24 0 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 ^75 ,80 

aaa gaa att gec ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 4 32 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 
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98 

tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg aca ttt cga cat tgc gat ttg 480 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 160 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat ctt 528 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat ggc aac 57 6 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 98 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 

<400> 98 



588 



Met Ser Ser Lys 
1 

Arg Trp lie Lys 

20 

Gly Asn Gly Lys 
35 

Asp lie Cys Ala 
50 

Gin Val Cys Val 
65 

Lys Glu lie Ala 



Thr Ser Glu Leu 

100 

Glu Trp Gly Asp 
115 

Thr lie Thr Leu 
130 

Ser Pro Ser Gin 
145 

Asp Asn Ser Gly 



Tyr Ala Val Lys 
5 

Arg His Lys His 



lie Thr Leu Asp 

40 

Lys Leu Glu Ala 
55 

Glu Ala Phe Phe 
70 

Phe Pro Gin Phe 
85 

Lys Lys Trp Ala 



Ala Val Phe Asp 

120 

Asp Glu Trp Lys 
135 

Glu Asp Cys Glu 
150 

Asp Leu Asp Val 
165 



Leu Lys Thr Asp 
10 

Met Phe Asp Phe 
25 

Gly lie Val Ser 



Thr Pro Glu Gin 

60 

Arg Gly Cys Gly 
75 

Leu Asp Gly Trp 
90 

Arg Asn Glu Pro 
105 

lie Phe Asp Lys 



Ala Tyr Gly Lys 

140 

Ala Thr Phe Arg 
155 

Asp Glu Met Thr 
170 



Phe Asp Asn Pro 
15 

Leu Asp lie Asn 
30 

Lys Ala Ser Asp 
45 

Thr Lys Arg His 



Met Glu Tyr Gly 

80 

Lys Gin Leu Ala 
95 

Thr Leu lie Arg 
110 

Asp Gly Ser Gly 
125 

lie Ser Gly lie 



His Cys Asp Leu 

160 

Arg Gin His Leu 
175 
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99 



Gly Phe 


Trp 


Tyr 
180 


Thr 


Leu 


Asp 


Pro 


Glu 
185 


Ala 


Asp Gly 


Leu 


Tyr 
190 


Gly 


Asn 




Gly Val 

• 


Pro 
195 






























<210> 


99 


























■ 




<211> 


588 






























<212> 


DNA 






























<213> 


sequence 


derivee 


par 


mutation de 


l'obeline 










<220> 
































<221> 


CDS 






























<222> 


(1) ■ 


. (585) 


























<223> 
































<400> 
atg tct 
Met Ser 
1 


99 
tea 
Ser 


aaa 
Lys 


tac 
Tyr 
5 


gca 
Ala 


gtt 
Val 


aaa 
Lys 


etc 
Leu 


aag 
Lys 
10 


act 
Thr 


gac 
Asp 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


aat 
Asn 
15 


cca 
Pro 


48 


cga tgg 
Arg Trp 


ate 
He 


aaa 
Lys 
20 


aga 
Arg 


cac 
His 


aag 
Lys 


cac 
His 


atg 
Met 
25 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


ttc 
Phe 


etc 
Leu 


gac 
Asp 
30 


ate 
He 


aat 
Asn 


96 


gga aat 
Gly Asn 


gga 
Gly 
35 


aaa 
Lys 


ate 
He 


ace 
Thr 


etc 
Leu 


gat 
Asp 
40 


gaa 
Glu 


att 
He 


gtg 
Val 


tec 
Ser 


aag 
Lys 
45 


gca 
Ala 


tct 
Ser 


gat 
Asp 


144 


gac ata 
Asp lie 
50 


tgt 
Cvs 


gee 
Ala 


aag 
Lys 


etc 
Leu 


gaa 
Glu 
55 


gee 
Ala 


aca 
Thr 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 
60 


aca 
Thr 


aaa 
Lys 


cgc 
Arg 


cat 
His 


192 


caa gtt 
Gin Val 
65 


tgt 
Cys 


gtt 
Val 


gaa 
Glu 


get 
Ala 
70 


ttc 
Phe 


ttt 
Phe 


aga 
Arg 


gga 
Gly 


tgt 
Cys 
75 


gga 
Gly 


atg 
Met 


gaa 
Glu 


tat 
Tyr 

* 


ggt 
Gly 
80 


240 


aaa gaa 
Lys Glu 


att 
He 


gee 
Ala 


ttc 
Phe 
85 


cca 
Pro 


caa 
Gin 


ttc 
Phe 


etc 
Leu 


gat 
Asp 
90 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


aaa 
Lys 


caa 
Gin 


ttg 
Leu 
95 


gcg 
Ala 


288 


act tea 
Thr Ser 


gaa 
Glu 


etc 
Leu 
100 


aag 
Lys 


aaa 
Lys 


tgg 
Trp 


gca 
Ala 


aga 
Arg 
105 


aac 
Asn 


gaa 
Glu 


cct 
Pro 


act 
Thr 


etc 
Leu 
110 


att 
He 


cgt 
Arg 


336 


gaa tgg 
Glu Trp 


gga 
Gly 
115 


gat 
Asp 


get 
Ala 


gtc 
Val 


4- +~ -f- 

Phe 


gat 
Asp 
120 


att 
He 


ttc 
Phe 


ggc 
Gly 


aaa 
Lys 


gat 
Asp 
125 


gga 
Gly 


Ser 


/-t /-T "f - 

ggt 
Gly 


384 
j <j i 


aca ate 
Thr lie 
130 


act 
Thr 


ttg 
Leu 


gac 
Asp 


gaa 
Glu 


tgg 
Trp 
135 


aaa 
Lys 


get 
Ala 


tat 
Tyr 


gga 
Gly 


aaa 
Lys 
140 


ate 
He 


tct 
Ser 


ggt 
Gly 


ate 
He 


4 32 
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100 

tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg aca ttt cga cat tgc gat ttg 4 80 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 160 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat ctt 528 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

3-65 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat ggc aac 576 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 100 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 

<400> 100 



588 



Met Ser Ser Lys 
1 

Arg Trp lie Lys 

20 

Gly Asn Gly Lys 
35 

Asp lie Cys Ala 
50 

Gin Val Cys Val 
65 

Lys Glu lie Ala 



Thr Ser Glu Leu 

100 

Glu Trp Gly Asp 
115 

Thr lie Thr Leu 
130 

Ser Pro Ser Gin 
145 

Asp Asn Ser Gly 



Tyr Ala Val Lys 
5 

Arg His Lys His 



lie Thr Leu Asp 

40 

Lys Leu Glu Ala 
55 

Glu Ala Phe Phe 
70 

Phe Pro Gin Phe 
85 

Lys Lys Trp Ala 



Ala Val Phe Asp 

120 

Asp Glu Trp Lys 
135 

Glu Asp Cys Glu 
150 

Asp Leu Asp Val 
165 



Leu Lys Thr Asp 
10 

Met Phe Asp Phe 
25 

Glu He Val Ser 



Thr Pro Glu Gin 

60 

Arg Gly Cys Gly 
75 

Leu Asp Gly Trp 
90 

Arg Asn Glu Pro 
105 

He Phe Gly Lys 



Ala Tyr Gly Lys 

140 

Ala Thr Phe Arg 
155 

Asp Glu Met Thr 
170 



Phe Asp Asn Pro 
15 

Leu Asp He Asn 
30 



Lys Ala Ser Asp 
45 

Thr Lys Arg His 



Met Glu Tyr Gly 

80 

Lys Gin ; Leu Ala 
95 

Thr Leu He Arg 
110 

Asp Gly Ser Gly 
125 

He Ser Gly He 



His Cys Asp Leu 

160 

Arg Gin His Leu 
175 
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101 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 101 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(585) 

<223> 

<400> 101 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 4 8 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 144 
Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gee aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 24 0 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val' Phe Asp He Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gga tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 432 
Thr He Thr Leu Asp Gly Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 



» 
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102 



tct cca 
Ser Pro 
145 


tea 
Ser 


caa 
Gin 


aaa 
Glu 


oat tcrt craa 
Asp Cys Glu 
150 


gcg 
Ala 


aca 
Thr 


ttt 
Phe 
155 


Arg 


i""* a +" 
His 


Cys 


Asp 


1-1- rr 

l u y 

Leu 
160 


*i O \J 


Asp Asn 


ant 

Ser 


crrri" 

yy L 
Gly 


ft a r* 

u a w 

Asp 
165 


Leu Asp Val 


gac gag atg 
Asp Glu Met 
170 


d ct 

Thr 


ay d. 

Arg 


caa 
Gin 


cat 
His 
175 


ctt 
Leu 


COO 
DZ O 


gga ttc 
Gly Phe 


tgg 
Trp 


tac 
Tyr 
180 


act 
Thr 


ttg gac cca 
Leu Asp Pro 


gaa 
Glu 
185 


get 
Ala 


gat 
Asp 


ggt 
Gly 


etc 
Leu 


tat 
Tyr 
190 


ggc aac 
Gly Asn 


576 


gga gtt 
Gly Val 


ccc 
Pro 
195 


taa 






















588 


<210> 


102 


























<211> 


195 


























<212> i 


PRT 




















• 






<213> sequence 


derivee par mutation de 


1 1 obeline 










<400> 


L02 


























Met Ser 
1 


Ser 


Lys 


Tyr 
5 


Ala Val Lys 


Leu 


Lys 
10 


Thr 


Asp 


Phe 


Asp 


Asn 


Pro 




Arg Trp 


He 


Lys 
20 


Arg 


His Lys His 


Met 
25 


Phe 


Asp 


Phe 


Leu 


Asp 
30 


He 


Asn 




Gly Asn Gly Lys 
35 


He 


Thr Leu Asp 
40 


Glu 


He 


Val 


Ser 


Lys 
45 


Ala 


Ser 


Asp 




Asp He 
50 


Cys 


Ala 


Lys 


Leu Glu Ala 
55 


Thr 


Pro 


Glu 


Gin 
60 


Thr 


Lys 


Arg 


His 




Gin Val 
65 


Cys 


Val 


Glu 


Ala Phe Phe 
70 


Arg 


Gly 


Cys 
75 


Gly Met 


Glu 


Tyr 


Gly 
80 




Lys Glu 


He 


Ala 


Phe 
85 


Pro Gin Phe 


Leu 


Asp Gly Trp 
90 


Lys 


Gin . 


Leu 
95 


Ala 




Thr Ser 


Glu 


Leu 
100 


Lys 


Lys Trp Ala 


Arg 
105 


Asn 


Glu 


Pro 


Thr 


Leu 
110 


He 


Arg 




Glu Trp 


Gly 
115 


Asp 


Ala 


Val Phe Asp 
120 


He 


Phe 


Asp 


Lys 


Asp 
125 


Gly 


Ser 


Gly 




Thr He 
130 


Thr 


Leu 


Asp 


Gly Trp Lys 
135 


Ala 


Tyr 


Gly 


Lys 
140 


He 


Ser 


Gly 


He 





Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Phe Arg His Cys Asp Leu 
145 150 155 ~ " 160 



Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 
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103 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 103 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(585) 

<223> 

<400> 103 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 14 4. 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

gac ata tgt gec aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

> 

aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 288 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 384 
Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 432 
Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 
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104 

tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg aca tec cga cat tgc gat ttg 480 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Ser Arg His Cys Asp Leu 

145 150 155 160 

gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat ctt 528 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat ggc aac 576 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 104 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 

<400> 104 



588 



Met Ser Ser Lys 
1 

Arg Trp He Lys 

20 

Gly Asn Gly Lys 
35 

Asp He Cys Ala 
50 

Gin Val Cys Val 
65 

Lys Glu He Ala 



Thr Ser Glu Leu 

100 

Glu Trp Gly Asp 
115 

Thr He Thr Leu 
130 

Ser Pro Ser Gin 
145 

Asp Asn Ser Gly 



Tyr Ala Val Lys 
5 

Arg His Lys His 



He Thr Leu Asp 

40 

Lys Leu Glu Ala 
55 

Glu Ala Phe Phe 
70 

Phe Pro Gin Phe 
85 

Lys Lys Trp Ala 



Ala Val Phe Asp 

120 

Asp Glu Trp Lys 
135 

Glu Asp Cys Glu 
150 

Asp Leu Asp Val 
165 



Leu Lys Thr Asp 
10 

Met Phe Asp Phe 

25 

Glu lie Val Ser 



Thr Pro Glu Gin 

60 

Arg Gly Cys Gly 
75 

Leu Asp Gly Trp 
90 

Arg Asn Glu Pro 
105 

He Phe Asp Lys 



Ala Tyr Gly Lys 

140 

Ala Thr Ser Arg 
155 

Asp Glu Met Thr 
170 



Phe Asp Asn Pro 
15 

Leu Asp He Asn 
30 

Lys Ala Ser Asp 
45 

Thr Lys Arg His 



Met Glu Tyr Gly 

80 

Lys Gin. Leu Ala 
'95 

Thr Leu He Arg 
110 

Asp Gly Ser Gly 
125 

He Ser Gly He 



His Cys Asp Leu 

160 

Arg Gin His Leu 
175 



•i 
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Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

♦ 

Gly Val Pro 
195 



<210> 105 
<211> 588 
<212> DNA 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (585) 

<223> 

<400> 105 

atg tct tea aaa tac gca gtt aaa etc aag act gac ttt gat aat cca 48 
Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

cga tgg ate aaa aga cac aag cac atg ttt gat ttc etc gac ate aat 96 
Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 



gga aat gga aaa ate ace etc gat gaa att gtg tec aag gca tct gat 
Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Glu lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 4 5 



aaa gaa att gee ttc cca caa ttc etc gat gga tgg aaa caa ttg gcg 
Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

8 5 90 95 



gaa tgg gga gat get gtc ttt gat att ttc gac aaa gat gga agt ggt 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Asp Lys Asp Gly Ser Gly 

115 120 125 

aca ate act ttg gac gaa tgg aaa get tat gga aaa ate tct ggt ate 

Thr lie Thr Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 

130 135 140 



144 



gac ata tgt gec aag etc gaa gee aca cca gaa caa aca aaa cgc cat 192 
Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

caa gtt tgt gtt gaa get ttc ttt aga gga tgt gga atg gaa tat ggt 240 
Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 " 70 75 80 



288 



act tea gaa etc aag aaa tgg gca aga aac gaa cct act etc att cgt 336 
Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 HO 



384 



432 



WO 03/006497 



tct cca tea caa gaa gat tgt gaa gcg 
Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala 
145 150 



PCT/FR02/02492 

106 

aca ttt cga cat tgc ggt ttg 4 80 

Thr Phe Arg His Cys Gly Leu 
155 ' " 160 



gac aac agt ggt gac ctt gat gtt gac gag atg aca aga caa cat ctt 528 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 

gga ttc tgg tac act ttg gac cca gaa get gat ggt etc tat ggc aac 576 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



gga gtt ccc taa 
Gly Val Pro 
195 



<210> 106 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 

<400> 106 



588 



Met Ser Ser Lys 
1 

Arg Trp lie Lys 

20 

Gly Asn Gly Lys 
35 

Asp lie Cys Ala 
50 

Gin Val Cys Val 
65 

Lys Glu lie Ala 



Thr Ser Glu Leu 

100 

Glu Trp Gly Asp 
115 

Thr lie Thr Leu 
130 

Ser Pro Ser Gin 
145 

Asp Asn Ser Gly 



Tyr Ala Val Lys 
5 

Arg His Lys His 



He Thr Leu Asp 

40 

Lys Leu Glu Ala 
55 

Glu Ala Phe Phe 
70 

Phe Pro Gin Phe 
85 

Lys Lys Trp Ala 



Ala Val Phe Asp 

120 

Asp Glu Trp Lys 
135 

Glu Asp Cys Glu 
150 

Asp Leu Asp Val 
165 



Leu Lys Thr Asp 
10 

Met Phe Asp Phe 
25 

Glu He Val Ser 



Thr Pro Glu Gin 

60 

Arg Gly Cys Gly 
75 

Leu Asp Gly Trp 
90 

Arg Asn Glu Pro 
105 

He Phe Asp Lys 



Ala Tyr Gly Lys 

140 

Ala Thr Phe Arg 
155 

Asp Glu Met Thr 
170 



Phe Asp Asn Pro 
15 

Leu Asp He Asn 
30 

Lys Ala Ser Asp 
45 

Thr Lys Arg His 



Met Glu Tyr Gly 

80 

Lys Gin .Leu Ala 
95 

Thr Leu He Arg 
110 

Asp Gly Ser Gly 
125 

He Ser Gly He 



His Cys Gly Leu 

160 

Arg Gin His Leu 
175 
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Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 107 

<211> 199 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (45) . . (45) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<2 21> MISC_FEATURE 

<222> (54) . . (54) 

<223> X represente V ou A 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (127) . . (127) 

<223> X represente D ou G 

<2 2 1> MI S COFEATURE 

<222> (138) . . (138) 

<223> X represente E ou G 

« 

<221> MIS C_FEAT U RE ' 

<222> (159) . . (159) 

<223> X represente F ou S 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (163).. (163) 

<223> X represente D ou G 

<400> 107 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
1 5 10 15 
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Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp lie Xaa lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

■ 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly lie lie Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa lie Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 

<210> 108 

<211> 199 

<212> PRT 

■ 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (45) . . (45) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (54) . . (54) 

<223> X represente V ou A 
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<99\ > 


MT^iP FFATHRF 

liX O C LAI U At< 








<999> 


M 91 \ M ?7 ^ 








<223> 

£m mmj -J ^ 


X r*^riY~£sent e 

<V J- C 1- w O w 1 1 w w 


n 


ou 


G 


< £. Z 1 










<£.£.£.> 


(iJo) • . \ Ijo J 








<zz o> 


a represente 


Cj 


Ou 


r* 
o 


<221> 


MISC FEATURE 








<222> 


(159) . . { 159) 










x represente 


r 


ou 


o 
o 


<221> 


MI SC_FEATuRE 








<222> 


(163) . . (163) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


108 








Met Leu Tyr Asp Val 
1 5 


Pro Asp 



10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Xaa He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 .95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 
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Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 


109 








<211> 


199 








<212> 


PRT 








<213> 


sequence derivee par 


<220> 










<221> 










<222> 


(45) . . (45) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<220> 










<221> 


MI S C_FEAT URE 








<222> 


f C A \ / C A \ 

(54 ) . . (54 ) 








<223> 


X represente 


V 


ou 


A 


<221> 


MIS C_FE AT URE 








<222> 


(12/) . . (127) 








<223> 


a represente 


Pi 

u 


OU 




<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(138) . . (138) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(159) . . (159) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(163) . . (163) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


109 









Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 
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Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 . 45 

Lys Ala Ser Asp lie Xaa lie Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala lie Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 


110 






<211> 


199 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence derivee par 


<220> 








<221> 


MIS C_FEAT 0 RE 






<222> 


(45) . . (45) 






<223> 


X represente 


E ou 


G 


<220> 








<221> 


MISC_FEATURE 






<222> 


(54) . . (54) 






<223> 


X represente 


V ou 


A 


<221> 


MISC_FEATURE 






<222> 


(127) . . (127) 
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<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(138) . . (138) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MIS COFEATURE 








<222> 


(159) . . (159) 








<223> 


X reDr^sente 


F 
*■ 


on 


c 

O 


<221> 


MI S C_FE AT URE 








<222> 


(163) . . (163) 








<223> 


X represente 


D 


OU 


G 


<400> 


110 









Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Xaa He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no . 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 
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<210> 111 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (45) . . (45) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MIS C_FE AT U RE 

<222> (54) . . (54) 

<223> X repr^sente V ou A 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (127) . . (127) 

<223> X represente D ou G 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (138) . . (138) 

<223> X represente E ou G 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (159) . . (159) 

<223> X represente F ou S 

<221> MISC_FEATURE , 

<222> (163).. (163) 

<223> X represente D ou G 

<400> 111 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Xaa He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 
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Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 no 

Thr Leu He Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arq 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 


112 








<211> 


199 








<212> 


PRT 








<213> 


sequence derivee par 


<220> 










<221> 


MIS C_FE AT U RE 








<222> 


(45) . . (45) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<220> 










<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(54) . . (54) 








<223> 


X represente 


V 


ou 


A 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(127) . . (127) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222* 


(138) . . (138) 









WO 03/006497 



115 



PCT/FR02/02492 



<223> X represente E ou G 
<2 2 1> MI SC_FEATURE 
<222> (159) . /(159) 
<223> X represente F ou S 
<221> MIS C__FEAT U RE 
<222> (163) . . (163) 
<223> X represente D ou G 
<400> 112 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp He Gly Arg His Lys His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys He Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Xaa He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 

Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr He Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu lie Arg He Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He He Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Arg His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 



<210> 113 
<211> 199 
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<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'aequorine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (45) . . (45) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MIS C_FE AT URE 

<222> (54) . . (54) 

<223> X represente V ou A 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (127) . . (127) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (138) . . (138) 

<223> X represente E ou G 

<221> MISC__FEATURE 

<222> (159) . . (159) 

<223> X represente F ou S 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (163) . . (163) 

<223> X represente D ou G 

<400> 113 

Met Leu Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Lys Leu Thr Ser Asp 
15 10 15 

Phe Asp Asn Pro Arg Trp lie Gly Arg His Arg His Met Phe Asn Phe 

20 25 30 

Leu Asp Val Asn His Asn Gly Lys lie Ser Leu Asp Xaa Met Val Tyr 
35 40 45 

Lys Ala Ser Asp He Xaa He Asn Asn Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin 
50 55 60 

Ala Lys Arg His Lys Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Gly Gly Ala Gly 
65 70 75 80 
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Met Lys Tyr Gly Val Glu Thr Asp Trp Pro Ala Tyr lie Glu Gly Trp 

85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Thr Asp Glu Leu Glu Lys Tyr Ala Lys Asn Glu Pro 

100 105 110 

Thr Leu lie Arg lie Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie Val Xaa Lys 
115 120 125 

Asp Gin Asn Gly Ala He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Thr Lys 
130 135 140 

Ala Ala Gly He lie Gin Ser Ser Glu Asp Cys Glu Glu Thr Xaa Arg 
145 150 155 160 

Val Cys Xaa He Asp Glu Ser Gly Gin Leu Asp Val Asp Glu Met Thr 

165 170 175 

Arg Arg His He Gly Phe Trp Tyr Thr Met Asp Pro Ala Cys Glu Lys 

180 185 190 

Leu Tyr Gly Gly Ala Val Pro 
195 

<210> 114 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MIS C_ FE AT U RE 

<222> (44) . . (44) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MIS C_FE AT URE 

<222> (126) . . (126) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 

< 2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (158) . . (158) 

<223> X represente F ou S 
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<221> MIS C_ FEAT U RE 
<222> (162).. (162) 
<223> X represente D ou G 
<400> 114 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

Gin His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 : 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 115 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (44) . . (44) 
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<223> X represente E ou G 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (126) . . (126) 

<223> X represente D ou G 

<221> MI SC_FEATURE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (158) . . (158) 

<223> X represente F ou S 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (162) . . (162) 

<223> X represente D ou G 

<400> 115 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He. Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 
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Cvs Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 116 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (44) . . (44) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (126) . . (126) 

<223> X represente D ou G 

<221> MIS C_FE AT URE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 

<221> MI SC_FEATURE 

<222> (158) . . (158) 

<223> X represente F ou S 

<221> MIS C_FEAT U RE 

<222> (162) • . (162) 

<223> X represente D ou G 

<400> 116 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
I 5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Xaa He Val Ser Lys 
35 " 40 45 
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Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys- Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 117 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

» 

<222> (44) . . (44) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MI SC_FEATURE 

<222> (126) . . (126) 

<223> X represente D ou G 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 
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<221> MISC_FEATURE 

<222> (158) . . (158) 

<223> X represents F ou S 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (162) . . (162) 
<223> X repr6sente D ou G 
<400> 117 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
1 5 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp He Asn Gly Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Xaa n e Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp He Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 no 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp 
H5 120 125 

Gly Ser Gly Ser He Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

Arg His Leu Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 118 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
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PCT/FR02/02492 



<220> 




<221> 


MI SC__ FEATURE 


<222> 


(44) . . (44) 


<223> 


X represente 


<220> 




<221> 


MISC_FEATURE 


<222> 


(126) . . (126) 


<223> 


X represente 


<221> 


MIS C__FEAT U RE 


<222> 


(137) . . (137) 


<223> 


X represente 


<221> 


MI SC_FEATURE 


<222> 


(158) . . (158) 


<223> 


X represente 


<221> 


MISC_FEATURE 


<222> 


(162) . . (162) 


<223> 


X represente 


<400> 


118 


Met Ala Asp Thr Ala 



1 5 

Asp Asn Pro Lys Trp 

20 

Asp lie Asn Gly Asp 
35 

Ala Ser Asp Asp lie 
50 

Lys Arg His Gin Asp 
65 

Asp Tyr Gly Lys Glu 

85 

Glu Leu Ala Asn Tyr 

100 

Leu lie Arg Asp Trp 
115 



E ou G 



D ou G 



E ou G 



F ou S 



D ou G 



Ser Lys Tyr Ala Val Lys 

10 

Val Asn Arg His Arg Phe 

25 

Gly Lys lie Thr Leu Asp 
40 

Cys Ala Lys Leu Gly Ala 
55 

Ala Val Glu Ala Phe Phe 
70 75 

Val Glu Phe Pro Ala Phe 

90 

Asp Leu Lys Leu Trp Ser 

105 

Gly Glu Ala Val Phe Asp 
120 



Leu Arg Pro Asn Phe 

15 

Met Phe Asn Phe Leu 
30 

Xaa lie Val Ser Lys 
45 

Thr Pro Glu Gin Thr 
60 

Lys Lys lie Gly Met 

80 



Val Asp Gly Trp Lys 

95 



Gin Asn Lys Lys Ser 
110 

lie Phe Xaa Lys Asp 
125 
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Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 140 

Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

Gin His He Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 

<210> 119 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (44) . . (44) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (126) . . (126) 

<223> X represente D ou G 

<22 1 > MISC_FEATURE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 
<221> MI SC_FEATURE 
<222> (158) . . (158) 
<223> X represente F ou S 
<221> MI SC_ FEATURE 
<222> (162) . . (162) 
<223> X represente D ou G 
<400> 119 
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Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys He Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 

Leu He Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg He 
130 135 140 

Ser Gly He Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 175 

* 

Arg His He Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 



<210> 120 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la clytine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (44) . . (44 ) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MI SC_FEATURE 

<222>. (126) . . (126) 
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<223> X represente D ou G 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (137) . . (137) 

<223> X represente E ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (158) . . (158) 

<223> X represente F ou S 

<221> MISC__FEATURE 

<222> (162) . . (162) 

<223> X represente D ou G 

<400> 120 

Met Ala Asp Thr Ala Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Arg Pro Asn Phe 
15 10 15 

Asp Asn Pro Lys Trp Val Asn Arg His Arg Phe Met Phe Asn Phe Leu 

20 25 30 

Asp lie Asn Gly Asp Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys 
35 40 45 

Ala Ser Asp Asp lie Cys Ala Lys Leu Gly Ala Thr Pro Glu Gin Thr 
50 55 60 

Lys Arg His Gin Asp Ala Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys lie Gly Met 
65 70 75 80 

Asp Tyr Gly Lys Glu Val Glu Phe Pro Ala Phe Val Asp Gly Trp. Lys 

85 90 95 

Glu Leu Ala Asn Tyr Asp Leu Lys Leu Trp Ser Gin Asn Lys Lys Ser 

100 105 110 } 

Leu lie Arg Asp Trp Gly Glu Ala Val Phe Asp lie Phe Xaa Lys Asp 
115 120 125 

Gly Ser Gly Ser lie Ser Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Arg lie 
130 135 140 

Ser Gly lie Cys Ser Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Xaa Lys His 
145 150 155 160 

Cys Xaa Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg 

165 170 , 175 

Arg His lie Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Asn Ala Asp Gly Leu 

. 180 185 190 

Tyr Gly Asn Phe Val Pro 
195 
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<210> 121 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

< 2 2 1 > MI SC_FEAT ORE 
<222> (43).. (43) 

<223> X represente E ou G 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (125) . . (125) 
<223> X represente D ou G 

< 2 2 1 > MI SC_FEATURE 
<222> (136) • . (136) 

<223> X represente E ou G 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (157) . . (157) 
<223> X represente F ou S 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (161) . . (161) 
<223> X represente D ou G 
<400> 121 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 
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Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg 

100 

lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu 
115 120 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa 
130 135 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin 
145 150 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu 

165 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val 

180 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 

<210> 122 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (43) . . (43) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

< 2 2 1 > MI SC_FE AT URE 

<222> (125) . . (125) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (136) . . (136) 

<223> X represente E ou G 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (157) . . (157) 

<223> X represente F ou S 

<221> MI S C__FEAT URE 

<222> (161) . . (161) 
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His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 
105 110 

Phe Asp He He Xaa Lys Asp Arg 

125 

Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 

140 

Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 

155 160 

Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 
170 175 

Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 
185 190 
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<223> X fepresente D ou G 
<400> 122 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 ! 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Xaa Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 
145 150 155 160 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 

<210> 123 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (43) . . (43) 

<223> X represente E ou G 

<220>. 
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<221> MI S COFEATURE 
<222> (125) . . (125) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (136) . . (136) 

<223> X represente E ou G 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (157) . . (157) 

<223> X represente F ou S 

< 2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (161) . . (161) 

<223> X represente D ou G 

<400> 123 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn He He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 ; 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Xaa Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 



Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 

145 150 155 160 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 

His He Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 
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Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 124 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> MIS C_FE AT U RE 

<222> (43).. (43) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MIS C_FEAT URE 

<222> (125) . . (125) 

<223> X repr^sente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (136) . . (136) 

<223> X represente E ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (157) . . (157) 

<223> X represente F ou S 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (161) . . (161) 

<223> X represente D ou G 

<400> 124 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 
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Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 

65 70 75 80 

« 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Xaa Lys Asp Arg 
.115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 
145 150 155 160 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 

His Leu Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 

<210> 125 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> MI SC__FEATURE 

<222> (43).. (43) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (125) . . (125) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (136) . . (136) 

<223> X represente E ou G 

<221> MI SC_ FEATURE 

<222> (157) . . (157) 
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<223> X represente F ou S 
<221> MIS C_FE AT U RE 
<222> (161) . . (161) 
<223> X represente D ou G 
<400> 125 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie lie Xaa Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp lie Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly lie Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 
145 150 155 160 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin 

165 170 175 

His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 126 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> MISC FEATURE 
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134 



<222> 


(43) . . (43) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<220> 










<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(125) . . (125) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MIS C_FEAT U RE 








<222> 


(136) . . (136) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(157) . . (157) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MIS C_FE AT U RE 








<222> 


(161) . . (161) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


126 








Met Ser Met Gly Ser 
1 5 


Arg 


Tyr 



10 



15 



Asn Pro Lys Trp lie Ala Arg His Lys His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 

lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie lie Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr lie Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

lie Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp lie He Xaa Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 
145 . 150 155 160 
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Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 

His lie Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 



<210> 127 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de la mitrocomine 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (43).. (43) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (125) . . (125) 

<223> X represente D ou G 

<221> MIS C_FE AT URE 

<222> (136) . . (136) 

<223> X represente E ou G 

< 2 2 1 > MI SC_FEAT URE 

<222> (157) . . (157) 

<223> X represente F ou S 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (161) . . (161) 

<223> X represente D ou G 

<400> 127 

Met Ser Met Gly Ser Arg Tyr Ala Val Lys Leu Thr Thr Asp Phe Asp 
15 10 15 

Asn Pro Lys Trp He Ala Arg His Arg His Met Phe Asn Phe Leu Asp 

20 25 30 
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lie Asn Ser Asn Gly Gin lie Asn Leu Asn Xaa Met Val His Lys Ala 
35 40 45 

Ser Asn lie He Cys Lys Lys Leu Gly Ala Thr Glu Glu Gin Thr Lys 
50 55 60 

Arg His Gin Lys Cys Val Glu Asp Phe Phe Gly Gly Ala Gly Leu Glu 
65 70 75 80 

♦ 

Tyr Asp Lys Asp Thr Thr Trp Pro Glu Tyr He Glu Gly Trp Lys Arg 

85 90 95 

Leu Ala Lys Thr Glu Leu Glu Arg His Ser Lys Asn Gin Val Thr Leu 

100 105 110 

He Arg Leu Trp Gly Asp Ala Leu Phe Asp He He Xaa Lys Asp Arg 
115 120 125 

Asn Gly Ser Val Ser Leu Asp Xaa Trp He Gin Tyr Thr His Cys Ala 
130 135 140 

Gly He Gin Gin Ser Arg Gly Gin Cys Glu Ala Thr Xaa Ala His Cys 
145 150 155 160 

Xaa Leu Asp Gly Asp Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg 

165 170 175 

His He Gly Phe Trp Tyr Ser Val Asp Pro Thr Cys Glu Gly Leu Tyr 

180 185 190 

Gly Gly Ala Val Pro Tyr 
195 

<210> 128 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 

<220> ■ 

<221> M I SC_FEAT URE 

<222> (41) . . (41) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (123) . . (123) 

<223> X represente D ou G 

< 2 2 1 > MI S COFEATURE 

<222> (134) . . (134) 
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<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MIS C_FE AT U RE 








<222> 


(155) . . (155) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(159) . . (159) 






■ 


<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


128 








Met Ser Ser Lys Tyr 
1 5 


Ala 


Val 
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10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

<Gln Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr lie Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly lie 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His Leu 

165 170 175 . 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 129 
<211> 195 
<212> PRT 
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<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 
<220> 

<221> MIS C_FE AT URE 

<222> (41).. (41) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (123) . . (123) 

<223> X represente D ou G 

< 2 2 1 > MIS C_FEAT URE 

<222> (134) . . (134) 

<223> X represente E ou G 

<221> MI SC_FEATURE 

<222> (155) . . (155) 

<223> X represente F ou S 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (159) . . (159) 

<223> X represente D ou G 

<400> 129 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

* 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 * 120 125 
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Thr He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His Leu 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 


130 








<211> 


195 








<212> 


PRT 








<213> 


sequence derivee par 


<220> 










<221> 


MI SC_FEATURE 








<222> 


(41) . . (41) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<220> 










<zs21> 


MISC_FEATDRE 








<222> 


(123) . . (123) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MISCJFEATURE 








<222> 


(134) . . (134) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MI S COFEATURE 








<222> 


(155) . . (155) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(159) . . (159) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


130 
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Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Xaa He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 * 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly lie 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His He 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 



<210> 


131 


<211> 


195 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence derivee par 


<220> 




<221> 


MISC_FEATURE 


<222> 


(41) . . (41) 


<223> 


X represente E ou G 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 



<222> 



(123) . . (123) 



WO 03/006497 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MI S COFEATURE 








<222> 


(134) . . (134) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(155) . . (155) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(159) . • (159) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<400> 


131 








Met Ser Ser Lys Tyr 
1 5 


Ala Val 
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10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp lie Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr lie Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys lie Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His Leu 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 



Gly Val Pro 
195 
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<210> 132 
<211> 195 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (41) . . (41) 

<223> X represente E ou G 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (123).. (123) 

<223> X represente D ou G 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (134) . . (134) 

<223> X represente E ou G 

<22 1 > MIS C_FE AT URE 

<222> (155) . . (155) 

<223> X represente F ou S 

<221> MI SC__FEATURE 

<222> (159).. (159) 

<223> X represente D ou G 

<400> 132 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 
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Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly -Lys He Ser Gly lie 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 • 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gin His He 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 

<210> 133 
<211> 195 
<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de l'obeline 



<220> 










<221> 


MIS COFEATURE 








<222> 


(41) . . (41) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<220> 










<221> 


MISC_FEATURE 








<222> 


(123) . . (123) 








<223> 


X represente 


D 


ou 


G 


<221> 


MIS COFEATURE 








<222> 


(134) . . (134) 








<223> 


X represente 


E 


ou 


G 


<221> 


MIS C_FE AT U RE 








<222> 


(155) . . (155) 








<223> 


X represente 


F 


ou 


S 


<221> 


MI SC_FEATURE 








<222> 


(159) . /(159) 
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<223> X represente D ou G 
<400> 133 

Met Ser Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Lys Thr Asp Phe Asp Asn Pro 
15 10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Lys His Met Phe Asp Phe Leu Asp He Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys He Thr Leu Asp Xaa He Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp He Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu He Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu He Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His lie 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 

Gly Val Pro 
195 

<210> 134 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> sequence derivee par mutation de I'obeline 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (41).. (41) 

<223> X represente E ou G 

<220> 
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^ £. X 


MTCP ITTTZiTriRir 






C. £. nj 






MloC F EA1 UKr, 


<Zz2> 


\ 1 J4 ) . . ( lo4 ) 




a representee 


<221> 


MIS C_FEAT U RE 


<222> 


(155) . . (155) 


<223> 


X represente 


<221> 


MI SC_FEATURE 


<222> 


(159) . . (159) 


<223> 


X represente 


<400> 


134 


Met Ser Ser Lys Tyr 
1 5 



10 15 

Arg Trp lie Lys Arg His Arg His Met Phe Asp Phe Leu Asp lie Asn 

20 25 30 

Gly Asn Gly Lys lie Thr Leu Asp Xaa lie Val Ser Lys Ala Ser Asp 
35 40 45 

Asp lie Cys Ala Lys Leu Glu Ala Thr Pro Glu Gin Thr Lys Arg His 
50 55 60 

Gin Val Cys Val Glu Ala Phe Phe Arg Gly Cys Gly Met Glu Tyr Gly 
65 70 75 80 

Lys Glu lie Ala Phe Pro Gin Phe Leu Asp Gly Trp Lys Gin Leu Ala 

85 90 . 95 

Thr Ser Glu Leu Lys Lys Trp Ala Arg Asn Glu Pro Thr Leu lie Arg 

100 105 110 

Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp He Phe Xaa Lys Asp Gly Ser Gly 
115 120 125 

Thr He Thr Leu Asp Xaa Trp Lys Ala Tyr Gly Lys He Ser Gly He 
130 135 140 

Ser Pro Ser Gin Glu Asp Cys Glu Ala Thr Xaa Arg His Cys Xaa Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Ser Gly Asp Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Arg His He 

165 170 175 

Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Glu Ala Asp Gly Leu Tyr Gly Asn 

180 185 190 
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Gly Val Pro 
195 
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•O' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P- document published prior to the international filing date but 
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■V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
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DATABASE CA 'Online! 
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OHIO, US; 26 January 1998 (1998-01-26) 

MOCHIZUKI, HIROSHI ET AL: "Preparation of 

aequorin derivatives with improved 

stability" 

Database accession no. 128:32705 
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28 October 1997 (1997-10-28) 
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RN 199488-59-0, 

"Aequorin '59-arginine! (Aequorea 
victoria)" 
XP002198118 
abstract 

TSUJI F I ET AL: "SITE-SPECIFIC 

MUTAGENESIS OF THE CALCIUM-BINDING 

PHOTOPROTEIN AEQUORIN" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE UNITED STATES, 

vol. 83, no. 21, 1986, pages 8107-8111, 

XP002198115 

1986 

ISSN: 0027-8424 
abstract 



1,3,4 



7,10,11 



7,10,11 
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JOURNAL OF BIOLUMINESCENCE AND 

CHEMILUMINESCENCE, 

vol. 4, no. 1, 1989, pages 326-341, 

XP001064768 

abstract 

OHMIYA YOSHIHIRO ET AL: "Bioluminescence 

of the calcium binding photoprotein, 

aequorin, after histidine modification." 

FEBS (FEDERATION OF EUROPEAN BIOCHEMICAL 

SOCIETIES) LETTERS, 

vol. 320, no. 3, 1993, pages 267-270, 

XP002198116 

ISSN: 0014-5793 

abstract 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
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The International Searching Authority has determined that this international 
application contains more than one invention or group of inventions, namely 

1. Claims 1-6, 8, 9, 1 1-25 in part in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater heat 
stability than the photoproteins from which they are derived, characterised in 
that they include a heat stability-increasing mutation, having a suppression 
of the lysine (K) in position 27 of the aequorin, contained in motif 
RHKX1MFX2, where XI = H or F and X2 = N or D, said peptide motif 
being retained in said photoproteins, or a substitution of said lysine by an 
optionally natural amino acid, particularly a substitution of said lysine by an 
arginine, the use of photoproteins isolated from jellyfish for preparing said 
mutant photoproteins, nucleotide sequences, a vector, host cells, a method 
for preparing mutant photoproteins, the use of mutant photoproteins, 
methods for the in vitro detection of proteins or antigens or nucleic acids, 
and kits for carrying out methods. 

2. Claims 1-6, 8, 9, 1 1-25 in part in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater heat 
stability than the photoproteins from which they are derived, characterised in 
that they include a heat stability-increasing mutation, having a suppression 
of the glutamine (Q) contained in motif DEMTRQHLGFWY, said peptide 
motif being retained in said photoproteins, or a substitution of said 
glutamine by an optionally natural amino acid, particularly a substitution of 
said glutamine by an arginine, or the provision of mutant photoproteins 
characterised in that they include a heat stability-increasing mutation, having 
a suppression of the leucine (L) contained in the above-mentioned motif 
DEMTRQHLGFWY, or a substitution of said leucine by an optionally 
natural amino acid, particularly a substitution of said leucine by an 
isoleucine, the use of photoproteins isolated from jellyfish for preparing said 
mutant photoproteins, nucleotide sequences, a vector, host cells, a method 
for preparing mutant photoproteins, the use of mutant photoproteins, 
methods for the in vitro detection of proteins or antigens or nucleic acids, 
and kits for carrying out methods. 
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3. Claims 1-5, 7, 8, 10, 12-25 in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater 
luminescence than the photoproteins from which they are derived, 
characterised in that they include a luminescence duration-increasing 
mutation, having a suppression of the glutamate (E) contained in motif 
DX 1 NX2X3 GX4EX5LX6E, where XI = V or I, X2 = H, G or S, X3 = N or 
D, X4 = K or Q, X5 = S, T or N and X6 = D or N, said peptide motif being 
retained in said photoproteins, or a substitution of said glutamate by an 
optionally natural amino acid, with the proviso that it is not serine, 
particularly a substitution of said glutamate by a small amino acid such as 
glycine, alanine, cysteine or threonine, or having a suppression of the first 
aspartate (D) contained in motif DKDX 1 X2GX3X4X5LDE, where XI = Q, 
GorR,X2=Nor S,X3=A, S or T, X4 = 1 or V, andX5 = T or S, said 
peptide motif being retained in said photoproteins, or a substitution of said 
aspartate by an optionally natural amino acid, with the proviso that it is not 
serine, particularly a substitution of said aspartate by a small amino acid 
such as glycine, alanine, cysteine or threonine, or having a suppression of 
the glutamate (E) contained in the above-mentioned motif 
DKDX1X2GX3X4X5LDE, said peptide motif being retained in said 
photoproteins, or a substitution of said glutamate by an optionally natural 
amino acid, with the proviso that it is not serine, particularly a substitution of 
said glutamate by a small amino acid such as glycine, alanine, cysteine or 
threonine, the use of photoproteins isolated from jellyfish for preparing said 
mutant photoproteins, nucleotide sequences, a vector, host cells, a method 
for preparing mutant photoproteins, the use of mutant photoproteins, 
methods for the in vitro detection of proteins or antigens or nucleic acids, 
and kits for carrying out methods. 

4. Claims 1-5, 7, 8, 10, 12-25 in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater 
luminescence than the photoproteins from which they are derived, 
characterised in that they include a luminescence duration-increasing 
mutation, having a suppression of the phenylalanine (F) contained in motif 
EX1TFX2X3, where X = E, K or A, X2 = R, K or A and X3 = V or H, said 
peptide motif being retained in said photoproteins, or a substitution of said 
phenylalanine by an optionally natural amino acid, particularly a substitution 
of said phenylalanine by a serine, or a small amino acid such as glycine, 
alanine, cysteine or threonine, the use of photoproteins isolated from 
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jellyfish for preparing said mutant photoproteins, nucleotide sequences, a 
vector, host cells, a method for preparing mutant photoproteins, the use of 
mutant photoproteins, methods for the in vitro detection of proteins or 
antigens or nucleic acids, and kits for carrying out methods, in so far as they 
are not part of inventions 1 and 2. 

5. Claims 1-5, 7, 8, 10, 12-25 in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater 
luminescence than the photoproteins from which they are derived, 
characterised in that they include a luminescence duration-increasing 
mutation, having a suppression of the first aspartate (D) contained in motif 
DX 1 DX2X3 GX4LDVDE, where XI = I or L, X2 = E, N or G, X3 = S or D 
and X4 = Q, K or D, said peptide motif being retained in said photoproteins, 
or a substitution of said aspartate by an optionally natural amino acid, with 
the proviso that it is not serine, particularly a substitution of said aspartate by 
a small amino acid such as glycine, alanine, cysteine or threonine, the use of 
photoproteins isolated from jellyfish for preparing said mutant 
photoproteins, nucleotide sequences, a vector, host cells, a method for 
preparing mutant photoproteins, the use of mutant photoproteins, methods 
for the in vitro detection of proteins or antigens or nucleic acids, and kits for 
carrying out methods, in so far as they are not part of inventions 1 and 2. 

6. Claims 1-5, 7, 8, 10, 12-25 in part 

Mutant photoproteins isolated from jellyfish and having a greater 
luminescence than the photoproteins from which they are derived, 
characterised in that they include a luminescence duration-increasing 
mutation, having a suppression of the valine in position 54 of peptide 
sequence SEQ ID NO 2 of aequorin, or a substitution of said valine by an 
optionally natural amino acid, particularly a substitution of said valine by an 
alanine, or by a small amino acid such as glycine, alanine, cysteine or 
threonine, the use of photoproteins isolated from jellyfish for preparing said 
mutant photoproteins, nucleotide sequences, a vector, host cells, a method 
for preparing mutant photoproteins, the use of mutant photoproteins, 
methods for the in vitro detection of proteins or antigens or nucleic acids, 
and kits for carrying out methods, in so far as they are not part of inventions 
1 and 2. 
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Demande Internationale No. PCT/fR 02 A2492 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, a 
savoir : 

1. revendications: 1-6,8,9,11-25 partiellement partiellement 

Photoproteines mutees isolees de meduses ayant une 
thermostability super ieure a celle des photoproteines dont 
elles derivent, caracterisees en ce qu'elles comprennent une 
mutation augment ant leur thermostabil ite, ayant une 
suppression de la lysine (K) , en position 27 de 
1 'aequorine, contenue dans le motif RHKX1MFX2 dans lequel 
X1=H ou F, et X2= N ou D, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cette 
lysine par un acide amine nature! ou non, notamment 
substitution de cette lysine par une arginine , utilisation 
de photoproteines isolees de meduses pour la preparation 
desdites photoproteines mutees , sequences nucleotidiques , 
vecteur, cellules hotes , procede de preparation de 
photoproteines mutees utilisation de photoproteines mutees , 
procedes de detection in vitro de proteines ou antigenes ou 
d'acides nuclei ques ,kits pour la mise en oeuvre de procedes 



2. revendications: 1-6,8,9,11-25 partiellement partiellement 

Photoproteines mutees isolees de meduses ayant une 
thermostabi lite superieure a celle des photoproteines dont 
elles derivent, caracterisees en ce qu'elles comprennent une 
mutation augmentant leur thermostabi lite, ayant suppression 
de la glutamine (Q) contenue dans le motif DEMTRQHLGFWY, ce 
motif peptidique etant conserve chez lesdites 
photoproteines, ou substitution de cette glutamine par un 
acide amine naturel ou non, notamment substitution de cette 
glutamine par une arginine , ou la provision de 
photoproteines mutees caracterisees en ce qu'elles 
comprennent une mutation augmentant leur thermostabi lite, 
ayant suppression de la leucine (L) contenue dans le motif 
DEMTRQHLGFWY susmentionne, ou substitution de cette leucine 
par un acide amine naturel ou non, notamment substitution de 
cette leucine par une isoleucine, utilisation de 
photoproteines isolees de meduses pour la preparation 
desdites photoproteines mutees , sequences nucleotidiques , 
vecteur, cellules hotes , procede de preparation de 
photoproteines mutees utilisation de photoproteines mutees , 
procedes de detection in vitro de proteines ou antigenes ou 
d'acides nuclei ques ,kits pour la mise en oeuvre de procedes 



3. revendications: 1-5,7,8,10,12-25 partiellement 

Photoproteines mutees isolees de meduses ayant une 
luminescence superieure a celle des photoproteines dont 
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Piles deHvent, caracteri sees en ce qu'elles comprennent une 
SiiStion a^entant leur temps de Tuminescence ayant une 
Oppression du glutamate (E) contenu dans le motif 

°ep?id que £t«t 'conserve chez ^sdltes photoproteines 
Z substitution de ce glutamate par un acide amine nature i 
°o U u SSSfl irlSlS.lon "de la serine . notj-jjt su sti u ion 
de ce glutamate par un acide amine de petite taille tei que 
U gty? ne, Yalanine, la cysteine, ou la threonine ou 
ayant une suppression du premier aspartate (D) contenudjns^ 
le motif DKDX1X2GX3X4X5LDE dans lequel XI, ^^^T*^ 
nu s X3=A S ou T, X4=I ou V, et X5=T ouj^ce motif 
peptid X que'e?a^ conserve chez lesdites Photoproteines 
Su substitution de cet aspartate par un acide am ne "aturel 
ou non, a 1'exclusion de la ser ne , notajnent sub stitution 
ho rot asnartate oar un acide amine de petite tame xei que 
S SSclX ValaSne. la cysteine, ou la threonine ou 
UaSt une suppression du glutamate (E) contenu dans le motif 
^D n xn2Sx3X U 4 P X P 5 r LDE susmenti onne « -atl f peptidique etant 
rnnsorve chez lesdites photoproteines , ou substitution ae ce 
aluSate pi? un adde amine naturel ou non, a 1'exclusion 
de la Srine notamment substitution de ce g utamate 
Jar un aciSe'amine de petite taille tel que a g ycine, 
1'alanine la cysteine ,ou la threonine, util isation ae 
nhotooroteines isolees ae meduses pour la preparation 
P defd??efpno?oproteines ^ees sequences nuc eotidiques 
vecteur cellules h6tes , procede de preparation ae 
Jhotoorkeines mutees utilisation de photoproteines 
mutie? procedes de detection in vitro de proteines ou 
Sigtnes ou d'acides nucleiques .kits pour la mise en 
oeuvre de procedes . 



4. revendi cations: 1-5,7,8,10,12-25 partiellement 

PhotoDroteines mutees isolees de meduses ayant une 
iSnSnce super ieure a cell e des photoproteines dont 
Ines Sr?ven?" caracterl sees en ce qu'elles comprennent une 
Station auamentant leur temps de luminescence ayant une 

l n Z™lA\%% S ns^elhez °esd1tes 
nho^oteines ou Substitution de cette phenylalanine par 
P u5 0t ac? r de te am?nl'n°a?urel ou non, notamment subst tuti on de 
cette phenylalanine par une serine ou par un acide 
amine de petite taille tel que la glycine, 1 alanine, la 
?ys!Iine, ou la threonine .utilisation de photoproteines 
holies de meduses pour la preparation desd tes 
photoproteines mutees , sequences ™cleotidiques 
vecteur cellules hotes , procede de preparation de 
DhotSotlines mutees util isation de photoproteines mutees , 
SrocSf de dltection 1n vitro de proteines ou antigenes ou 
• d'acides nucleiques ,kits pour la mise en oeuvre de procedes 
pour au?ant que ne faisant pas parties des inventions 
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5. revendi cations: 1-5,7,8,10,12-25 partiellement 

Photoproteines mutees isolees de meduses ayant une 
luminescence superieure a celle des photoproteines dont 
elles deri vent, caracteri sees en ce qu'elles comprennent une 
mutation augment ant leur temps de luminescence ayant une 
suppression du premier aspartate (0) contenu dans le motif 
DX1DX2X3GX4LDVDE, dans lequel X1=I ou L,X2=E, N ou G, X3=S 
ou D, et X4=Q, K ou D, ce motif peptidique etant conserve 
chez lesdites photoproteines, ou substitution de cet 
aspartate par un acide amine nature! ou non, a 1 'exclusion 
de la serine, notamment substitution de cet aspartate 
par un acide amine de petite taille tel que la glycine, 
V alanine, la cysteine, ou la threonine utilisation de 
photoproteines isolees de meduses pour la preparation 
desdites photoproteines mutees , 

sequences nucleotidiques ,vecteur, cellules hotes , procede 
de preparation de photoproteines mutees utilisation de 
photoproteines mutees , procedes de detection in vitro de 
proteines ou ant i genes ou d'acides nuclei ques ,kits pour la 
mise en oeuvre de procedes , pour autant que ne faisant pas 
parties des inventions 1 ou 2 . 



6. revendications : 1-5,7,8,10,12-25 partiellement 

Photoproteines mutees isolees de meduses ayant une 
luminescence superieure a celle des photoproteines dont 
elles deri vent, caracteri sees en ce qu'elles comprennent une 
mutation augment ant leur temps de luminescence ayant une 
suppression de la valine en position 54 de la sequence 
peptidique SEQ ID NO : 2 de 1'aequorine, ou substitution de 
cette valine par un acide amine naturel ou non, notamment 
substitution de cette valine par une alanine, ou par un 
acide amine de petite taille tel que la glycine, 1 'alanine, 
la cysteine, ou la threonine , utilisation de photoproteines 
isolees de meduses pour la preparation desdites 
photoproteines mutees , sequences nucleotidiques , 
vecteur, cellules hotes , procede de preparation de 
photoproteines mutees utilisation de photoproteines mutees , 
procedes de detection in vitro de proteines ou ant i genes ou 
d'acides nucleiques ,kits pour la mise en oeuvre de procedes 
, pour autant que ne faisant pas parties des inventions 1 ou 
2 . 
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